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 Die Regulation der Nahrungsaufnahme erfolgt zentral im Hypothalamus wo eine Vielzahl von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren exprimiert werden die an der Gewichtsregulation beteiligt sind. Periphere 
hormonelle Signale aktivieren ihre korrespondierenden Rezeptoren im Nucleus arcuatus (ARC) oder im 
Nucleus paraventricularis (PVN) und modifizieren dadurch sowohl das anorexigene System, z.B. über die 
Stimulation des Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R) im PVN, als auch das orexigene System mit dem 
Neuropeptide Y (NPY) sowie dem Agouti-related Protein (AgRP). 
Im Zuge einer systematischen Interaktionsstudie wurden verschiedene GPCRs, die entweder mit dem 
MC3R oder dem MC4R auf dem gleichen Neuron koexprimiert werden und nachweißlich die Appetit- und 
Gewichtregulation beeinflussen, untersucht. Basierend auf den Ergebnissen von Sandwich-ELISA und 
FRET- (Fluoreszenz-Energie-Transfer)Studien konnte eine Interaktion des MC3R mit dem Growth 
hormone secretagogues Rezeptor (GHSR) bestimmt werden, die beide auf den NPY/AgRP-Neuronen des 
ARC lokalisiert sind. Der MC3R gehört zu den Gαs bindenden Rezeptoren wohingegen GHSR über den 
Gαq vermittelten Signaltransduktionsweg signalisiert. Es konnte eine Erhöhung der induzierten cAMP-
Spiegel infolge der Stimulation des MC3R sowohl mit α-, als auch β- und γ-MSH für die Koexpression von 
MC3R mit GHSR im Vergleich zum MC3R Homodimer ermittelt werden. Die Charakterisierung des neuen 
Signalisierungsverhaltens des Heterodimers unter der Verwendung verschiedener Inhibitoren zeigte eine 
Aktivierung von Gαi in Gegenwart der endogenen Agonisten beider Rezeptoren. Die Beobachtung 
unterschiedlicher Regulationsmuster nach der Kostimulation des Heterodimers in Abhängigkeit von α- oder 
γ-MSH jeweils in Anwesenheit von Ghrelin verweist auf komplexe Interaktionsmechanismen zwischen 
dem Melanocortin- und dem Ghrelin-Rezeptor innerhalb der hypothalamischen Gewichtsregulation. 
 
 




 Food intake is centrally regulated in hypothalamic nuclei where many GPCRs are expressed which are 
known to be involved in weight regulation.Peripheral hormonal signals activate their corresponding 
receptors in the arcuate nucleus (ARC) or paraventricular nucleus (PVN) and modulate the orexigenic 
(appetite-supressing) pathway mediated by stimulation of the melanocortin-4-receptor (MC4R) as well as 
the anorexigenic (appetite-stimulating) pathway including neuropeptide Y (NPY) and agouti-related protein 
(AgRP). 
In a systematic approach we investigated the interaction of a selective number of GPCRs which are co-
expressed on the same neurons like MC3R or MC4R and know to play an essential role in hypothalamic 
weight regulation. Based on the results of a sandwich ELISA and fluorescence resonance energy transfer 
(FRET) approach we report the interaction of the MC3R and the growth hormone secretagogue receptor 
(GHSR) which are co-expressed on arcuate NPY/AgRP neurons. It is known that MC3R couple to the Gαs 
whereas GHSR couple to the Gαq signaling pathway. However, here the co-expression of MC3R and 
GHSR reveal a profoundly increase cAMP-accumulation after melanocortin (α-, β- and γ-MSH) challenge, 
that is higher compared to MC3R activation alone. In-depth characterization of the new signaling properties 
of the MC3R/GHSR heterodimer by different inhibitors revealed the activation of Gαi in the presents of 
both endogene agonists. The observation of different regulatory pattern after co-stimulation of the 
heterodimer depending on the endogenouse ligands (α- or γ-MSH) of MC3R reflect complex functional 
interaction mechanisms between melanocortin and ghrelin receptors within the hypothalamic signaling 
pathways of weight regulation. 
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Ein gesunder, erwachsener Mensch ist in der Lage, seine Energiereserven und damit sein 
Körpergewicht über Jahre bis Jahrzehnte konstant zu halten. Dies ist nur möglich dank eines sehr 
komplexen Regulationssystems, welches uns einerseits vor dem Verhungern und andererseits vor 
einem „Überfressen“ (Hyperphagie) schützt. Langfristig wird ein Gleichgewichtszustand 
angestrebt, bei dem die Energieaufnahme durch die Nahrung dem Energieumsatz des Körpers 
entspricht. Dieser Zustand wird als Energiehomöostase bezeichnet und steht für einen aktiven, 
metabolischen Prozess.  
 
1.1 Regulation der Nahrungsaufnahme  
Es bedarf einer Vielzahl verschiedener peripherer (z.B. Magendehnung, zirkulierende 
Nährstoffsignale, Hormone) und zentraler (z.B. Geruch und Aussehen der Nahrung) Faktoren um 
die Nahrungsaufnahme kurz- bzw. langfristig auf den Energiebedarf abzustimmen (Abb. 1). 
Informationen über die Energieaufnahme und –speicherung werden an ein komplexes 
Steuerungszentrum im Hypothalamus weitergeleitet und dort integriert. 
 
Abbildung 1: Die Regulation der Nahrungsaufnahme  
(Modifiziert nach Wilding, 2002; Podingbauer & Ekmekcioglu, 2005). PVN, Nucleus paraventricularis; DMH, 






1.1.1 Kurzfristige Kontrolle der Nahrungsaufnahme - Sättigung 
Kurzfristige Kontrollmechanismen rufen vorrangig Sättigungsgefühle hervor und bewirken so die 
Beendigung der Nahrungsaufnahme. Ein wichtiger Stimulus ist dabei die Magendehnung (Houpt, 
1982). Darüber hinaus sind eine Reihe so genannter Sättigungshormone des 
Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt) bekannt, die die Fähigkeit haben die Größe einer einzelnen 
Mahlzeit zu reduzieren und deren Wirkung nur kurze Zeit nach der Ausschüttung einsetzt 
(Podingbauer & Ekmekcioglu, 2005).  
Zu ihnen gehören z.B. Cholezystokinin (CCK), welches im Verlauf der Verdauung ins Blut 
sezerniert wird (Moran et al., 2004), die Glucagon-like-Peptide 1 und 2 (GLP1 und 2) sowie 
Ghrelin. Letzteres wird als „intestinales „Hungerhormon“ bezeichnet, da es im Zusammenspiel 
mit dem Neuropeptide Y die Nahrungsaufnahme stimuliert (Hagemann et al., 2003). Das 
überwiegend im Gastrointestinaltrakt sezernierte Peptidhormon bestehend aus 28 Aminosäuren, 
wurde 1999 von Kojima und Mitarbeitern entdeckt und benannt (Date et al., 2000; de la Cour et 
al., 2001). Die biologische Aktivität des Peptids ist abhängig von einer N-terminalen n-
Oktanylierung an Position 3 (Serin). Die orexigene (appetit-stimulierende) Wirkung von Ghrelin 
wurde zuerst von Tschöp und Mitarbeitern (2000) für Ratten infolge einer täglichen subkutanen 
Applikation des Peptidhormons beschrieben. Wren und Mitarbeiter (2001) beobachteten einen 
Ghrelin-bedingten Anstieg der Nahrungsaufnahme beim Menschen. Die appetisteigernde Wirkung 
von Ghrelin wird vermutlich über die Stimulation der Ausschüttung der beiden endogenen 
Neuropeptide NPY (Neuropeptide Y) und AgRP (Agouti-related Protein)  im ARC vermittelt 
(Lawrence et al., 2002; siehe Abb. 4). Der Ghrelinserumspiegel variiert deutlich mit der 
Nahrungsaufnahme und dem Ernährungszustand. Die Maximalkonzentration an Ghrelin kann 20-
30 Minuten vor Beginn der Mahlzeit gemessen werden, sobald die aufgenommene Nahrung den 
Magentrakt erreicht sinkt der Spiegel abrupt ab (Schwartz et al., 2000; Cummings et al., 2001 und 
2002). Das NPY-ähnliche Peptid PYY3-36 wirkt dem orexigenen Effekt des Ghrelins entgegen. 
Weitere wichtige Reize für Hunger- und Sättigungsgefühle sind vermutlich auch zirkulierende 
Nährstoffe (wie z.B. Aminosäuren und Fettsäuren; Havel et al., 2001) und die intrazelluläre 








1.1.2 Langfristige Steuerung der Energiehomöostase  
Parallel gibt es Steuerungsmodule, die Sättigungsgefühle länger aufrechterhalten und darüber die 
Frequenz der Nahrungsaufnahme beeinflussen (Podingbauer & Ekmekcioglu, 2005).  
In der so genannten lipostatischen Hypothese wurde bereits vor mehr als 50 Jahren postuliert, dass 
ein so genannter Feedback-Mechanismus vorhanden sein muss. Aufgrund dessen würde das 
Essverhalten gehemmt und der Energieverbrauch erhöht werden, sobald das Körpergewicht einen 
kritischen Sollwert überschreitet. Kommt es andererseits zu einem drastischen Abfall des 
Körpergewichtes (unterhalb des Sollwertes), dann wird die Hemmung aufgehoben. Diese 
Hypothese basiert auf der Vorraussetzung, dass ein zirkulierendes Signal existiert, welches den 
aktuellen Zustand der Energiespeicher, also des Körperfettanteils, an die Gehirnregionen 
übermittelt, die das Essverhalten und die Aktivität steuern (Kennedy et al., 1953). Als ein bisher 
gesichertes Langzeitsignal der zentralen Gewichtsregulation gilt Leptin, ein metabolisches 
Adipokin, welches proportional zur Körperfettmasse freigesetzt wird und über die Zirkulation und 
die Blut-/Hirnschranke zum Hypthalamus gelangt (Considine, 1996; Wang et al., 1998; Woods et 
al., 1998).  
Die beiden Hormone Insulin und Amylin spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der 
langfristigen Regulation der Energiehomöostase. Darauf wird unter Punkt 1.1.5.1 näher 
eingegangen. 
 
1.1.3 Zentren der Appetitregulation 
Bereits vor der eigentlichen Nahrungsaufnahme, werden externe Reize (optische Eindrücke, 
Geruchs- und Geschmackswahrnehmung von Speisen) mit peripheren Signalen, die den 
Energiestatus des Körpers reflektieren, im Integrationszentrum des vegetativen Nervensystems, 
dem Hypothalamus verarbeitet. Der Hypothalamus steht sowohl afferent (vom Körper zum 
zentralen Nervensystem hin) wie efferent (vom zentralen Nervensystem zum Körper hin) mit dem 
thalamokortikalen System, welches für kognitive Prozesse zuständig ist, und dem limbischen 
System, das emotionale Prozesse kontrolliert, in Verbindung. Aufgrund einer 
Kopplung/Verschaltung mit dem Hirnstamm und dem Rückenmark ist die Kontrolle autonomer 
Funktionen (z.B. der Temperaturregulation, Wach- und Schlafrhythmus, Blut-und 
Atmungsregulation, Wasserhaushalt, Sexualfunktion und der Nahrungsaufnahme) gegeben. Durch 
die Steuerung der Hypophyse über Releasing-oder Inhibiting-Hormone wird auch das endokrine 
System (Schilddrüse, Nebenniere, Pankreas) beeinflusst. Ein negatives Rückkopplungssystem 





Hormonhaushalt und wird von höheren zentralnervösen Stukturen an akute Bedürfnisse des 
Organismus angepasst (Hypophysen-Hypothalamus-Achse).  
Der Hypothalamus lässt sich anhand seiner Anatomie in mediale und laterale Kerne unterteilen. 
Die für die Gewichtsregulation und Energiehomöostase wichtigen Kernregionen sind der Nucleus 
arcuatus (ARC), der Nucleus paraventricularis (PVN), die entromedialen (VMN) und 
dorsomedialen (DMN) Hypothalamuskerne sowie die lateralen Hypothalamusareale (LH) (Satoh 
et al., 1998; Bagnol, 2004) (siehe Abb. 1).  
Die Schlüsselposition der hypothalamischen Appetitregulation nimmt der ARC mit seinen zwei 
Gruppen von Neuronen – den NPY/AgRP-Neuronen und den POMC/CART-Neuronen - ein, 
die parallel in andere Regionen des Hypothalmus projizieren, allerdings mit entgegen gesetztem 
Effekt auf die Nahrungsaufnahme und die Energiehomöostase. In Abhängigkeit von verschiedene 
periphere Signale wird sowohl die Expression der orexigenen  Neuropeptide des NPY/AgRP-
Neuron (Neuropeptide Y, NPY und Agouti-related Protein, AGRP) als auch der anorexigenen 
Neuropeptide des POMC/CART-Neurons (Proopiomelantocortin, POMC; Cocain und 
Amphetamin regulierendes Transkript, CART) reguliert. 
 
1.1.4 Der Leptin-Melanocortin-Weg der hypothalamischen Appetitregulation 
Leptin ist ein Proteohormon, das vom Fettgewebe sezerniert wird und über den Blutkreislauf ins 
Gehirn gelangt. Da der Leptinspiegel sich proportional zum aktuellen Körperfettgehalt und somit 
auch zum Körpergewicht verhält, nimmt dieses Hormon eine Schlüsselrolle im Rahmen der 
Gewichtsregulation ein. Es realisiert die Übersetzung peripherer Verhältnisse in zentrale Signale 
(Considine et al., 1996; Wang et al., 1998; Woods et al., 1998).  
Leptin wurde 1994 von Jeffrey Friedmann als Produkt des OB-Gens im Rahmen einer Knock-out-
Studie bei Mäusen entdeckt (Zhang et al., 1994). Die Bezeichnung des Gens (OB = „obese“, engl. 
für fettleibig) ist auf den äußerst charakteristischen adipösen Phänotyp der Knock-out-Mäuse 
zurück zuführen. Das ob/ob-Maus-Modell weist das Verhalten und die Physiologie von Tieren auf, 
die sich in einem ständigen Hungerzustand befinden. Sie sind nicht in der Lage ihre Körperwärme 
aufrecht zu halten oder sich normal fortzupflanzen. Darüber hinaus zeigen sie kein normales 
Wachstum und verfügen über einen erhöhten Appetit, was letztendlich ein dreimal höheres 
Gewicht als Wildtyp (WT)-Tiere zur Folge hatte (Chua et al., 1996). Injeziert man diesen ob/ob-
Mäusen Leptin, so kommt es einer Erhöhung der lokomotorischen Aktivität und die Tiere 
verlieren deutlich an Gewicht (Halaas et al., 1995). Ein vergleichbarer Phänotyp wurde bedingt 





(Harvey & Ashford, 2003). Ein Defekt des Rezeptors ist gleich bedeutend mit dem Verlust oder 
der Mutation des Leptingens. Das Ausbleiben der Informationsübermittlung über den Stand der 
Energiespeicher hat eine gesteigerte Nahrungsaufnahme (Adipositas, Hyperphagie) sowie 
sinkende metabolische Raten zur Folge. 
Die sechs Isoformen des Leptin-Rezeptors (ObRa - f), welche sich nur in der C-terminalen 
Struktur unterscheiden, sind alternative Splice-Produkte des Diabetes (db)-Gen. Nur die lange 
(ObRb) Isoform spielt eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung. Hohe Konzentrationen 
dieses Rezeptors findet man in den Kerngebieten des Hypothalamus, die das Essverhalten 
regulieren, vorwiegend im ARC (Friedman & Halaas, 1998). Der Leptin-Rezeptor gehört zur 
Klasse I der Cytokine-Rezeptor-Superfamilie, die über die Aktivierung der sog. Janus-Kinasen-
(JAK) STAT-Proteine (STAT: signal transducer and activator of transcript) phosphorylieren und so 
die Tanskription bestimmter Gene reguliert (Campfield et al., 1995; Tartaglia et al., 1995; Zhang 
et al., 1994). Das Leptin-Signal im Hypothalamus wird gehemmt durch SOCS-3, einem Inhibitor 
der Janus-Kinasen und durch die Dephosporylierung des Rezeptors durch PTP-1B (Tyrosine-
Phosphatase 1B) (Flier et al., 2004). 
 
1.1.5 Anorexigene und orexigene System der hypothalamischen Appetitregulation 
Leptinrezeptoren konnten in den beiden unterschiedlichen Populationen von Neuronen im ARC 
identifiziert werden, daher beeinflusst Leptin sowohl das anorexigene (Nahrungsaufnahme-
hemmende) als auch das orexigene (Appetit-stimulierende) System der hypothalamischen 
Appetitregulation. Die Produktion der orexigenen Neuropeptide AgRP und NPY wird durch die 
Aktivierung des Leptinrezeptors gehemmt. Die Bindung von Leptin an seinen Rezeptor auf dem 
zweiten Neuronen-Typ (POMC/CART) resultiert in der Stimulation von anorexigenen 
Effektorsystemen. Kommt es zur Reduktion der Energiespeicher, dann sinkt im selben Masse 
auch die zirkulierende Leptinkonzentration und dies bewirkt wiederum eine Zunahme der appetit-
stimulierenden Effektormodule.  
Eine Übersicht über einige an der hypothalamischen Appetitregulation beteiligten anorexigenen 






1.1.5.1 Das anorexigene System der Appetitregulation 
Die Bindung von Leptin an seinen Rezeptor ObRb bedingt die Stimulation der im ARC 
lokalisierten POMC/CART-Neuronen und vermittelt den anorexigenen Effekt des Leptins 
(Kristensen et al., 1998; siehe Abb.2).  
Das anabole Hormon Insulin stimuliert ebenfalls das anorexigene System der hypothalamischen 
Appetitregulation. Die Freisetzung des Peptidhormons aus den β-Zellen der Langerhans'schen 
Inseln des Pankreas wird u.a. durch Glucose stimuliert. Gemeinsam mit dem Antagonisten 
Glucagon hält Insulin den Blutzucker-Spiegel innerhalb bestimmter physiologischer Grenzen 
konstant, dabei hat Glucagon anhebende, Insulin absenkende Wirkung. Insulin signalisiert über 
einen Tyrosinkinase-Rezeptor (IR), der zusammmen mit dem Ob-Rb im ARC auf denselben 
Neuronen koexprimiert wird. 
 
Tabelle 1: Übersicht über einige orexigene und anorexigene Neuropeptide und Neurotransmitter der 
hypothalamischen Appetitregulation (modifiziert nach Podingbauer & Ekmekcioglu, 2005)  
 
 
Das im Gastrointestinaltrakt synthetisierte NPY-ähnliche Peptid PYY3-36 bindet als Agonist an 
den NPY-Rezeptors 2 (NPY2R) und aktiviert dadurch die Feedbackschleife des NPY/AgRP-
Neurone im Nucleus arcuatus (ARC). Dies hat die Inhibition der Ghrelin-vermittelten Expression 






1.1.5.1.1  Anorexigene Effektoren 
Die Stimulation der Expression von CART löst einen Appetit-hemmenden Effekt aus. Im 
Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die Injektion des CART-Peptids in den lateralen 
Ventrikel eine Reduktion der Nahrungsaufnahme bewirkt (Lambert et al., 1998). Darüber hinaus 
wurde in vitro nachgewiesen, dass CART-Peptide die Synthese des Corticotropin-Releasing-
Hormon (CRH) und des Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) induzieren können. Allerdings 
konnten diese Beobachtungen nicht beim Menschen bestätigt werden (Menyhért et al, 2007). 
Infolge der Expression von Proopiomelnocortin (POMC) kommt es zur Erhöhung der 
Konzentration einer Vielzahl von anorexigenen Hormonen, da POMC ein Vorläuferprotein 
darstellt, das posttranslational durch die Prohormon-Konvertasen 1 und 2 in verschiedene 
Neuropetide prozessiert wird (Seidah et al., 1999)(siehe Abb. 3A). POMC codiert u.a. für 
verschiedene Melanocortine (α-, β- und γ-MSH) sowie das Adrenocortikotrophe Hormon 
(ACTH)(Whitfeld et al., 1982; Millington et al., 2001). Eine POMC-Defizienz hat demzufolge 
weitreichende phänotypische Auswirkungen. Beim Menschen und im Mausmodell wurde 
Hyperphagie, Adipositas, gesteigertes Längenwachstum sowie einen Defekt der 
Nebennierenentwicklung und der Hautpigmentierung beobachtet (Dubern et al., 2001; Krude et 
al., 1998 & 2003; Yaswen et al., 1999). 
Das α- als auch das β-Melanocyten-stimulierende Hormon (MSH) sind Agonisten des 
Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R), der v.a. im PVN exprimiert wird und einen Großteil der 
anorexigenen Wirkung des Leptins vermittelt (Cone et al., 1996; Mountjoy et al., 1994; siehe Abb. 
2). Die Neuropetide α-, β- sowie γ-MSH stimulieren darüber hinaus ein anderes Mitglied der 
Familie der Melanocortin-Rezeptoren, den Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R) (Gantz et al., 1993; 
Roselli-Rehfuss et al., 1993). Da dieser im Hypothalamus hauptsächlich in den NPY/AgRP-
Neuronen exprimiert wird, stellt MC3R eine Verbindung zwischen dem anorexigenen und dem 
orexigenen System der Appetitregulation dar. Welche Funktion er in diesem regulatorischen 
Netzwerk einnimmt ist bislang unklar.  Neben der Energiehomöostase stellt α-MSH auch einen 
wichtigen Faktor der Thermogenese durch das braune Fettgewebe sowie der Pigmentierung von 






Abbildung 2: Anorexigene System der hypothalamischen Appetitregulation 
Leptin, das Langzeitsignal der Appetitregulation, stimuliert über die Leptin-Rezeptoren (ObRb) die Synthese von 
Proopiomelanocortin (POMC) und cocain and amphetamine regulated transcript (CART) und inhibiert gleichzeitig die 
Sekretion des Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Protein (AgRP). Die POMC/CART-Neuronen projizieren in 
den Nucleus paraventricularis (PVN), wo die posttranslational aus dem POMC freigesetzten α- und β-Melanocyten-
stimulierden Hormone (α- und β-MSH) den Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) aktivieren. Parallel wird der auf den 
NPY/AgRP-Neuronen lokalisierte Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R) durch α-,β- als auch γ-MSH aktiviert und somit 
eine Verbindung zwischen der anorexigenen und der orexigenen Appetitregulation aufgebaut. Das Peptid PYY3-36 , das 
von den neuroendokrinen Zellen des Darms sezerniert wird, reguliert die Nahrungsaufnahme kurzfristig durch 
Hemmung der NPY/AgRP-Neuronen über den Neuropeptid-Y-Rezeptor 2 (NPY2R). 
 
1.1.5.2 Die Familie der Melanocortin-Rezeptoren 
Die Familie der Melanocortin-Rezeptoren umfasst nach derzeitigen Erkenntnissen fünf 
Mitglieder, die in verschiednenen Geweben exprimiert werden (Abb. 3B). Alle sind Gs-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, d.h. die über die Bindung ihrer Liganden (Melanocortine und ACTH) 
vermittelten Signal, werden durch die Aktivierung der Adenylat-Cyclase und die daraus 
resultierende Regulation der intrazellulären Konzentration des sekundären Bostenstoffes cAMP 
weitergeleitet. Dem MC1R wird eine wichtige Rolle bei der cAMP-abhängigen Eumelanin-
Synthese zugeschrieben, welche die Pigmentierung von Haut und Haaren steuert (Chhajlani et al., 





spezifisch durch ACTH aktiviert. Die Funktion des MC5R, dessen Expression in endokrinen 
Drüsen nachgewiesen werden konnte, ist bisher unklar (Millington, 2006; Zhang et al., 2006). 
MC3R und MC4R sind an der hypothalamischen Appetitregulation und folglich auch an der 
Regulation des Energiehaushaltes beteiligt. Der MC3R wird vorrangig im Nucleus arcuatus 
exprimiert, daneben findet man ihn auch in der Plazenta und im Darmgewebe. Von zwei 
unabhängigen Gruppen konnte gezeigt werden, dass Mäuse mit einer Defizienz des MC3R 
(MC3R -/-) eine deutlich erhöhte Körperfettmasse bei einem weitestgehend unveränderten 
Körpergewicht (Butler et al., 2000; Chen et al., 2000). Die ermittelten Serumwerte der 
Versuchstiere deuten auf eine Hyperleptinämie hin, wobei Körpertemperatur und metabolische 
Rate unverändert waren. Die Ursachen für die beobachtete Erhöhung der Fettmassen sind zwar 
noch ungeklärt, es besteht jedoch die Vermutung, dass MC3R die effiziente Speicherung der 
aufgenommenen Nahrung vermittelt und so Einfluß auf die Energiehomöostase ausübt. 
Die Expression des MC3R konnte im ARC sowohl für NPY/AgRP-Neuronen als auch für 
POMC/CART-Neuronen gezeigt werden (Bagnol, 1999). Der Nachweis von AgRP 
immunoreaktiven Synapsen, die an POMC-immunoreaktiven Zellkörpern lokalisiert sind, legte 
die Vermutung hinsichtlich eines inhibitorischen Regelkreises im ARC nahe. Durch die 
Inhibierung des MC3R über AgRP kommt es zu einer Hemmung der anorexigenen POMC/CART-
Neuronen, was letztendlich eine Verstärkung des orexigenen Signals bedeutet. In diesem 
Zusammenhang würde der MC3R die Rolle eines inhibitorischen Autorezeptors auf den 
POMC/CART-Neuronen ausüben. 
Knock-out-Mäuse des überwiegend im Nucleus paraventricularis exprimierten MC4R zeigen eine 
früh entwickelte Adipositas mit Hyperphagie, gesteigerter Körperfettmasse und gesteigertem 
Längenwachstum sowie Hyperinsulinämie und Hyperleptinämie (Huszar et al., 1997; Ste Marie et 
al., 2000). Ein mehr oder weniger vergleichbarer Phänotyp wurde auch beim Menschen 
beobachtet (Farooqi et al., 2003). Verursacht wird diese Symptomatik durch die Hyperphagie und 
einen reduzierten Energieumsatz. Bislang sind mindestens 90 charakterisierter Mutationen 
bekannt, die u.a. zu einer intrazellulären Retention des Rezeptors (Lubrano-Berthelier et al., 2003) 
oder in anderen Fällen zum selektiven Verlust der Affinität gegenüber dem Agonisten und der 
Signaltransduktion (Yeo et al., 2003) führten. Damit stellt der MC4R zurzeit eine der genetischen 
Hauptursachen der Adipositas dar (Coll et al., 2004). Eine Studie konnte Variationen im MC4R 






Abbildung 3: (A) Die Struktur des POMC und (B) die Familie der Melanocortin-Rezeptoren 
A: Das Gen-Produkt des POMC-Gens ist ein Polypeptid, das durch spezifische Proteasen gespalten wird, wobei eine 
Reihe von anorexigenen Effektoren freigesetzt werden. B: In tabellarischer Form sind hier die fünf bekannten 
Mitglieder der Familie der Melanocortin-Rezeptoren (MC1-5R) sowie Angaben zur Expression und den spezifischen 
Liganden zusammengefasst. 
 
Für das humane MC3R Gen sind zwei Polymorphismen bekannt (Thr6Lys und Val181Ile), die 
aber sowohl in adipösen als auch in normalgewichtigen Kontrollen vorkommen und daher nicht 
eindeutig mit einem Phänotyp assoziiert werden (Li et al., 2000; Schalin-Jantti et al., 2003; Hani 
et al., 2001; Wong et al., 2002). Für die Doppel-Mutation des Rezeptors (T6K/V81I) konnte 
hingegen bei Kindern eine frühmanifeste Adipositas beobachtet werden (Feng et al., 2005). Neben 
einer leicht reduzierten Ligandenbindung wurde auch eine verminderte Signaltransduktion in vitro 
nachgewiesen. Ein kompletter Verlust der Rezeptorfunktion wurde für den Austausch von 
Isoleucin gegen Asparagin an der Position 183 ermittelt (Tao & Segaloff, 2004). Bisher sind 
jedoch nur zwei Träger dieser Mutation bekannt (Lee et al., 2002), beide mit einen adipösen 
Phänotyp. Vor kurzem wurden bei adipösen Kindern und Jugendlichen zwei weitere MC3R-
Mutationen entdeckt, die ein Aminosäureaustausch von Alanin zu Threonin an der Position 70  





Versuchstiere, bei denen sowohl der MC3R als auch der MC4R deletiert wurden, wiesen im 
Gegensatz zum MC4R Knock-out eine signifikantere Adipositas auf. Die über die beiden 
Melanocortin-Rezeptoren vermittelten Effekte sind daher vermutlich nicht redundant. 
 
1.1.5.3 Das orexigene System der Appetitregulation 
Parallel zur Aktivierung des anorexigenen Systems erfolgt durch die Bindung von Leptin an 
seinen Rezeptor auf den NPY/AgRP-Neuronen des ARC eine Hemmung der Expression der 
orexigenen Neuropeptide (Baskin et al., 1999; Wilson et al., 1999). Wohin gegen die Bindung des 
intestinalen „Hungerhormons“ Ghrelin an den Growth-Hormone Secreteagogue-Rezeptoren 
(GHSR), eine Aktivierung der NPY/AgRP-Neuronen bewirkt und letztendlich die 
Nahrungsaufnahme stimuliert (Abb. 4).  
 
1.1.5.3.1 Orexigene Effektoren 
Die Aktivierung des GHSR durch seinen endogenen Ligand Ghrelin bewirkt die Expression der 
orexigenen Peptide der NPY/AgRP-Neuronen, Neuropeptide Y (NPY) und Agouti-related Protein 
(AgRP) (Abb. 4). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die Injektion von NPY zur 
Stimulation der Nahrungsaufnahme und zur Reduktion des Energieverbrauches führte, was 
letztendlich die Entwicklung von Adipositas beschleunigte (Stanley et al., 1985; Zarjevski et al., 
1993). Die NPY/AgRP-Neuronen projezieren haupsächlich in den PVN, die LH und den DMN, 
aber auch in den ARC selbst (Hahn et al., 1998). 
Der Rezeptor des Neuropeptid Y gehört zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die 
Weiterleitung des extrazellulären Signals erfolgt in diesem Fall über Gi-Proteine, die die 






Abbildung 4: Orexigene System der hypothalamischen Appetitregulation 
Das im Gastrointestinaltrakt sezernierte Peptidhormon Ghrelin reguliert die Nahrungsaufnahme durch die Stimulation 
der NPY/AgRP-Neuronen im Nucleus arcuatus (ARC) des Hypothalamus über seinen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 
GHSR. Die exprimierten Peptide NPY und AgRP wirken Appetit-stimulierend. Die orexigene Wirkung des NPY wird 
über seinen Rezeptor NPY1R im Nucleus paraventricularis vermittelt, daneben inhibiert es die POMC/CART-
Neuronen im Nucleus arcuatus. Das AgRP hemmt die Wirkung des anorexigenen Neuropeptids α-MSH durch die 
Inhibition des Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R) im Nucleus paraventricularis.  
 
Es sind bis jetzt sechs Subtypen beschrieben, vier der fünf im Zentralnervensystem exprimierten 
Rezeptoren sind im Hypothalamus lokalisiert. Dabei scheinen v.a. die Rezeptoren NPY1R und 
NPY5R eine wichtige Rolle bei der Gewichtregulation zu spielen (Hu et al., 1996). Die 
Nahrungsaufnahme sowie das Körpergewicht von NPY-Knock-out-Mäuse zeigten keine 
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen (Erickson et al., 1996), was darauf 
schließen lässt, dass es noch weitere Regulationseinheiten gibt, die den lebensnotwendigen 
Prozess der Nahrungsaufnahme steuern. Im Gegensatz dazu, führt der Verlust des NPY-Rezeptors 
(NPY1R, NPY2R sowie NPY5R) bei Mäusen zu einer milden Form der Adipositas (Kushi et al., 
1998; Pedrazzini et al., 1998; Naveilhan et al., 1999). Eine rasche Zunahme der 
Nahrungsaufnahme und eine daraus resultierende Erhöhung des Körpergewichtes wurden infolge 





Zusammen mit dem Neuropeptide Y wird das Agouti-related Protein (AgRP), ein Homolog des 
peripher gebildeten Agouti-Proteins (Ollmann et al., 1997) in den NPY/AgRP-Neuronen des ARC 
im Hypothalamus koexprimiert. Seine Synthese ist in Zeiten reduzierter Nahrungsaufnahmen 
hochreguliert. Es gilt als das „robusteste“ orexigene Hormon (Morton et al., 2001). Im 
Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die intracerebroventrikulärer Injektion des AgRP eine 
vermehrte Nahrungsaufnahme hervorruft (Nijenhuis et al., 2001; Rossi et al., 1998). Im Vergleich 
zu NPY, wo der induzierte Effekt bereits nach wenigen Stunden nachlässt, hält er bis zu einer 
Woche an. AgRP ist ein inverser Agonist der beiden im Hypothalamus exprimierten 
Melanocortin-Rezeptoren MC3R und MC4R und konkurriert mit den anorexigenen 
Neuropeptiden (z.B. α-MSH) um die Bindungsstelle am Rezeptor. 
 
 
1.1.5.4 Klinische Relevanz 
Das Verständnis der verschiedenen Mechanismen in der Regulation der Nahrungsaufnahme ist 
von großer Relevanz, da Adipositas, die krankhafte Fettleibigkeit, in zunehmendem Maße ein 
globales Gesundheitsproblem darstellt. Das sehr komplexe Krankheitsbild bedingt 
Stoffwechselstörungen (Diabetes mellitus, Dyslipidämie), kardiovaskuläre Erkrankungen, 
Bluthochdruck und bestimmte Formen von Krebs, was letztendlich zu einer höheren Morbidität 
und Mortalität führt. Die Zunahme von Fettmasse ist grundsätzlich auf eine langfristig erhöhte 
Energiezufuhr zurückzuführen, die vom Körper nicht verbraucht werden kann und daher in Form 
von Fett gespeichert wird. In den letzten Jahren wurde jedoch immer deutlicher, dass die 
Adipositas eine multifaktoriell bedingte Störung ist. Neben psychosozialen Gründen (wie z.B. 
Bewegungsmangel, Stress) werden daher in diesem Zusammenhang auch immer stärker 
biochemische und genetische Ursachen diskutiert, die beispielsweise eine Störung des Leptin-
Melanocortin-Systems, welches ein wichtiger Bestandteil der Gewichtsregulation ist, hervorrufen. 
Humane Leptindefizienzen (syndromale Adipositas) sind sehr seltenen (Montague et al., 1997; 
Strobel et al., 1998). Allerdings konnte auch hier, wie im Tierversuch, durch die Verabreichung 
von rekombinantem Leptin eine Reduktion des Körpergewichtes beobachtet werden (Farooqi et 
al., 1999). Trotz erhöhter Leptinspiegel sind jedoch viele adipöse Patienten nicht zu einer 
effizienten Kontrolle ihrer Nahrungsaufnahme in der Lage. Eine mögliche Erklärung für diese 
Beobachtung stellt ein auf Leptinresistenz basierender Mechanismums, ähnlich der Diabetes 
mellitus Typ II, dar (Caro et al., 1996). Vermutlich entwickelte sich das Leptinsystem, damit Tiere 





zu überleben. Die aufgrund von Nahrungsmangel ausgelöste Reduktion des Körpergewichtes und 
somit der Leptin-Konzentration bewirkt einerseits eine verringerte Produktion von 
Thyroidhormonen, was zu einer Drosselung des Grundumsatzes führt. Andererseits führt die 
erhöhte Produktion von Glucocorticoiden zur Mobilisierung der brennstofferzeugenden 
Ressourcen des Körpers. Im Zuge der Minimierung des Energieverbrauches und der Maximierung 
der Nutzung endogener Energiereserven wird die Synthese von Geschlechtshormonen reduziert. 
Ein Beispiel dafür sind auch erniedrigten  Leptin- und Östrogenspiegel bei Anorexia nervosa 
(Magersucht), die von der geringen Körperfettmasse herresultieren (Hebebrand et al., 1999).  
Die bisherigen Studien lagen nahe, das es eine Zusammenhang zwischen MC4R-Mutationen und 
Adipositas gibt (Vaisse et al., 2000). Zumal MC4R als auch MC3R wichtige 
Informationsübertragungen innerhalb der hypothalamischen Appetitregulation realisieren. Ein 
möglicher Ansatzpunkt für neue anorexigenwirksame Medikamente der Adipositastheraphie 
könnten daher die Agonisten der beiden Rezeptoren sein (Fehm et al., 2001).  
 
 
1.2 Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
Die Informationen von den verschiedensten extrazellulären Signalen (z.B. chemische Signale wie 
Neurotransmitter, Cytokine oder Peptidhormone, aber auch physikalische Signale wie Licht) 
werden von membranständigen Rezeptoren ins Zellinnere vermittelt. Dazu gehören die 
Rezeptortyrosinkinasen  (Lowes et al., 2002; Patel, 2004) sowie die Liganden-gesteuerten 
Ionenkanälen (Wickman et al., 1995). Die größte Gruppe stellen dabei die G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren (GPCR, auch als 7-Helix-Rezeptoren bezeichnet) dar. Ihre Sequenzen nehmen ca. 2 % 
des humanen Genoms ein, wobei ungefähr die Hälfte der bislang ermittelten GPCR extrazelluläre 
Signale über die Bindung endogene Liganden erkennen (Fredriksson et al., 2003; Vassilatis et al., 
2003). Im Vergleich zu anderen Organen und Geweben wird im Gehirn, speziell im 
Hypothalamus, die größte Anzahl an GPCR exprimiert. Darüber hinaus konnte vielfach gezeigt 
werden, dass ein großer Teil der an der Appetitregulation beteiligten Rezeptoren zu dieser Gruppe 
der membranständigen Rezeptoren gehört (Bagnol, 2004). Die Vielfältigkeit ihrer Aktivatoren und 
der durch sie kontrollierten Prozesse macht sie zu einem wichtigen Ansatzpunkt für die 






1.2.1 Strukturelle Eigenschaften und Klassifizierung der GPCRs 
Eine strukturelle Gemeinsamkeit der GPCR sind die heptahelikalen Transmembrandomänen (7 
TM), die aus 20 bis ca. 30 Aminosäuren bestehen. Sie sind über drei extrazelluläre (ecl) und drei 
intrazelluläre (icl) Schleifen miteinander verbunden sind (Ballesteros & Weinstein, 1994). GPCR 
weisen einen extrazellulär gelagerten N-Terminus und einen intrazellulären C-Terminus auf. 
Informationen über die räumliche Anordnung der einzelnen Domänen lieferten die 
Kristallstrukturanalysen des bovinen Rhodopsins (Schertler, 1998; Palczewski et al., 2000). 
Intrazellulär betrachtet sind die Transmembrandomänen zirkulär im Uhrzeigersinn und eng 
gepackt in der Membrane angeordnet. Im Jahr 2007 gelang die Aufklärung der Kristallstruktur 
eines Liganden-aktivierten GPCR (humane β2-Adrenorezeptor)(Rasmussen et al., 2007). 
Aufgrund der geringen Sequenzhomologie innerhalb der Familie der GPCR wurde die 
systematische Klassifizierung in drei Untergruppen anhand funktioneller und phylogenetischer 
Merkmale erstellt.  Die Sub-Familie 1 fasst die Rhodpsin-ähnlichen Rezeptoren zusammen und 
stellt zugleich die größte der fünf Untergruppen dar. Die Zuordnung zu dieser Gruppe der GPCR 
erfolgte aufgrund charakteristischer konservierter Aminosäure-Motive, die in fast allen 
Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren zu finden sind. Beispielsweise das NSxxNPxxY-Motiv in TM 7 
und das DRY-Motiv am Übergang zwischen TM 3 und der icl2 belegen eine gemeinsame 
Abstammung (Fredriksson et al., 2003). Letzterem werden für unterschiedliche Rezeptoren 
jeweils spezifische Funktionen zugeschrieben, wie z.B. die Ausbildung einer Salzbrücke zwischen 
ecl1 und ecl2 (Acharya & Karnik, 1996) oder die Aktivierung von G-Proteinen. Wohingegen für 
andere Rezeptoren eher ein Einfluß auf die korrekte Faltung und den Transport nachgewiesen 
werden konnte (Schulz et al., 2000a). Das NSxxNPxxY-Motiv kommt in der Rezeptoraktivierung 
und Regulation zum Tragen. Die am stärksten konserviert Aminosäure ist ein Aspartat in der 
Transmembrandomäne 2 (TM2). Ein Mutations-bedingter Aminosäureaustausch kann hier eine 
erhebliche Beeinträchtigung der Signaltransduktion zur Folge haben (Valverde et al., 1996; 
Sealfon et al., 1995). Darüber hinaus wird eine Disulfidbrücke, die bei ca. 80 % der GPCR dieser 
Sub-Familie vorkommt, zwischen je einem Cystein in der extrazellulären Schleife (ecl)1 und 2 
ausgebildet. Große extrazelluläre Domänen sind in dieser Gruppe eher selten, eine Ausnahme 
stellen die Glykoproteinhormonrezeptoren und Follikel-stimulierenden-Hormon Rezeptoren dar, 
die eine eigene Unterfamilie innerhalb dieser Gruppe bilden. Die Einteilung der Unterfamilien 
basiert auf den unterschiedlichen Domänen der Rezeptoren, die an der jeweiligen 





Die Sub-Familie 2 umfasst Rezeptoren, deren Liganden, meist große Peptide (wie z.B. die 
gastrointestinalen Peptidhormone) an den langen N-Terminus (ca. 60 – 80 Aminosäuren) des 
Rezeptormoleküls binden. 
Zur Sub-Familie 3, welche die kleinste der drei Gruppen darstellt, gehören Rezeptoren, die 
ebenfalls eine sehr große (280 – 580 Aminosäuren) extrazelluläre Ligandenbindungsdomäne 
aufweisen. 
Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Rezeptoren gehören zu den Rhodopsin-ähnlichen 
Rezeptoren, sie werden in der Tabelle 2 kurz vorgestellt. Für alle ausgewählten GPCRs konnte 
eine Expression im ARC oder im PVN nachgewiesen werden. Ihr jeweiliger Einfluss auf die 
Appetit- und Gewichtsregulation wurde entweder anhand von Knock-out-Mausmodellen oder 
durch intracerebroventrikuläre Injektionsstudien mit spezifischen Liganden bestimmt. Die 
entsprechende Literatur ist gesondert im Literaturverzeichnis unter 5.1. aufgelistet. 
 
Tabelle 2: Zusammenfassung, der in dieser Arbeit verwendeten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die in die 
hypothalamische Appetitregulation involviert sind. 
 
GPR7, G-Protein-gekoppelter Rezeptor 7; 5-HTR1B, Serotonin-1B-Rezeptor; NPY2R, Neuropeptid-Y-Rezeptor 2; 
CB1R, Cannabinoid-1-Rezeptor; µ-OPR, µ-Opioid-Rezeptor; GHSR, Growth-Hormone Secretagogue-Rezeptor;  
Appetit-stimulierender, orexigener Effekt;  Nahrungsaufnahme-hemmender, anorexigener Effekt; PVN, Nucleus 
paraventricularis; DMH, dorsomediale Hypothalamuskern; LH, laterale Hypothalamusareale; VMH, ventromediale 








1.2.2 Signaltransduktionswege der GPCRs 
GPCR übertragen extrazelluläre Signale mit Hilfe von G-Proteinen auf nachgeschaltete Enzyme 
oder Ionenkanäle, welche die intrazelluläre Konzentration von Ionen und sekundären Botenstoffen 
verändern. Die Aktivierung von Adenylat-Cyclasen (Sunahara & Taussig, 2002) führt zur 
Produktion des second messenger zyklisches Adenosin-3´-5´-monophophat (cAMP). Die 
Phopholipase C stellt ein weiteres Effektorprotein dar, dessen Aktivierung die Freisetzung von 
Diacylglycerol (DAG) sowie Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) bewirkt. Von der cAMP-
Konzentration ist die Aktivität der Proteinkinase A abhängig, die IP3-Konzentration hingegen 
bestimmt die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern. Das generelle Prinzip der 
Signaltransduktion durch G-Proteine und deren membranständigen Rezeptoren ist in der Abb. 5 
dargestellt. 
 
Abbildung 5: Prinzipien der Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
In einigen Fällen binden GPCRs mehrere endogene Liganden (Agonisten, Antagonisten, inverse Agonisten etc.), die 
ihre Aktivität differentiell regulieren. Die jeweils induzierte Signaltransduktion wird durch die Aktivierung 
spezifischer G-Proteine realisiert, wobei es aber auch zur G-Protein-unabhängigen Signalisierung kommen kann. Die 
Formation von Hetero- oder Homo-Oligomerisierungen mit anderen GPCRs oder auch Proteinen (z.B. receptor 
activity-modifying proteins, RAMPs) bewirken die Ausbildung  so genannter „cross-talks“ zwischen den 
interagierenden Rezeptoren, was letztendlich zu einem neuen, modifizierten Signaltransduktionsweg führen kann. 
(Modifiziert nach Bagnol, 2004).  







1.2.2.1 Modell der Rezeptoraktivierung  
Eine Vorraussetzung für die Aktivierung der GPCR ist deren Lokalisation an der Zelloberfläche. 
Chaperone sowie Chaperon-ähnliche Proteine steuern den mehrstufigen Transportprozess der 
synthetisierten Rezeptoren vom Zellinneren zur Plasmamembrane und regulieren dadurch die 
Rezeptoranzahl. Neben der Glykosylierung wird auch die Di- und Oligomerisierung GPCR als ein 
essentieller Schritt der Rezeptorreifung diskutiert. Bei der Internalisierung von Rezeptoren im 
Anschluss an die Signalisierung nimmt die Phosphorylierung intrazellulärer Domänen des 
Rezeptormoleküls durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen oder second-messenger-aktivierte 
Kinasen eine Schlüsselrolle ein. Daraus resultierende Konformationsänderungen des Rezeptors 
führen zu einer Abschwächung der Signaltransduktion. Des Weiteren kann über die 
Phosphorylierungsstellen eine Interaktion mit β-Arrestin erfolgen, worüber letztendlich die 
Internalisierung des Rezeptormoleküls iniziiert wird. 
In Abhängigkeit von der Größe und Art des Liganden erfolgt die Bindung an den Rezeptor. 
Größere Liganden, wie beispielsweise Glykoproteinhormone, binden an spezifische Strukturen 
der extrazellulären Domäne. Wohin gegen sich die Bindungsstelle für kleinere Liganden (z.B. 
Amine, Nukleotide und einige Lipide) häufig in einer Art Tasche befindet, die von den 
Transmembrandomänen sowie konservierten Aminosäuren gebildet wird. 
Die Bindung eines Agonisten an ein Rezeptor-Molekül bewirkt durch die daraus resultierende 
Konformationsänderung eine Überführung von einem inaktiven in einen funktionell aktiven 
Zustand und ermöglicht so eine Signaltransduktion. Für einige GPCR konnte gezeigt werden, dass 
sie sich auch in Abwesenheit eines Agonisten in einem (teil-)aktiven Zustand befinden können, sie 
sind konstitutiv aktiv. Im Fall des MC4R ist diese Basalaktivität relativ schwach, im Gegensatz 
zum GHSR, wo sie bis zu 50 % der maximalen Aktivität ausmachen kann (Holst et al., 2003). 
Diese Beobachtungen zogen eine Erweiterung des ternären Komplexmodelles bezüglich der 
Aktivierung von GPCR von De Lean (1980) nach sich. Dieses Modell beschreibt die Agonisten-
induzierte Überführung eines Rezeptors vom inaktiven in den aktiven Zustand, welcher dann die 
Bindung und Aktivierung eines G-Proteins ermöglicht. Aufgrund der konstitutiven 
Rezeptoraktivität geht man davon aus, dass sich der Rezeptor in Abwesenheit eines Liganden in 
einem Gleichgewicht zwischen inaktivem und aktivem Zustand befindet. Die Bindung eines 
Agonisten führt zur Verschiebung des Gleichgewichts in den aktiven Zustand, dagegen verschiebt 
ein inverser Agonist das Gleichgewicht in Richtung des inaktiven Zustandes und hemmt so die 
Interaktion mit dem G-Protein, was letztendlich in einer Reduktion der Basalaktivität (soweit 
vorhanden) resultiert. Antagonisten hemmen dagegen die Bindung weitere Liganden, wobei die 





Bindungstellen für den endogenen Liganden (orthosterische Position) und das interagierende G-
Proteine, existieren vermutlich noch andere Positionen, die eine allosterische Regulation des 
GPCR gewährleisten. Allosterische Modulatoren sind in der Lage indirekt und / oder direkt die 
Aktivität der orthosterischen Liganden zu regulieren (Christopoulos, 2002; Gilchrist, 2007). 
 
1.2.2.2 G-Proteine 
Durch die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor ändert das Rezeptormolekül auf der 
cytoplasmatischen Seite seine Konformation in der Art, dass sich ein G-Protein anlagern kann. 
Der Austausch des an der α-Untereinheit gebundenen GDPs gegen GTP, hat die Dissoziation des 
G-Proteins in α-Untereinheit und βγ-Untereinheit zur Folge, die über jeweils unabhängige 
Kapazitäten der Signaltransduktion verfügen. Durch langsame enzymatische Hydrolyse des GTP 
zu GDP kehrt die α-Einheit in den inaktiven Zustand zurück und verbindet sich wieder mit dem 
βγ-Komplex. Damit wird der Ausgangszustand wieder hergestellt und Weiterleitung des 
extrazellulären Signals terminiert.  
 Heterotrimere G-Proteine, bestehend aus einer α-Untereinheit, welche die Guaninnukleotide-
Bindungsstelle trägt, und dem Dimer-Komplex aus der β- und γ-Untereinheit, werden durch die 
Bindung an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptors aktiviert. Die Aktivierung mehrerer G-
Protein-Moleküle durch ein Molekül eines GPCR bewirkt eine Signalverstärkung (Alousi et al., 
1991). Anhand der α-Untereinheit, die zur Superfamilie der GTP-hydrolysierenden Enzyme 
(GTPasen) gehört, werden die G-Proteine funktionell unterteilt. Die Proteine der Gs/i-Familie 
stimulieren bzw. inhibieren die Adenylat-Cyclase und beeinflussen darüber den intrazellulären 
Spiegel des sekundären Botenstoffes cAMP. Eine weitere Gruppe stellen die Proteine der Gq-
Familie dar, sie bedingen eine Stimulation der Phospholipase C (PLC), welche 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die sekundären Bostenstoffe IP3 und DAG spaltet. 
Die letzte Gruppe umfasst die Familie der G12/13-Proteine, über die noch wenig bekannt ist. Die 
Regulation der Aktivität verschiedener Enzymen (Adenylat-Cyclase oder Phospholipase C) 
erfolgt nicht nur über die α-Untereinheit, viele Effekte werden auch über den aktivierten βγ-
Komplexes vermittelt (Clapham & Neer, 1997). 
Neben der Aktivierung von G-Proteinen im Rahmen der Vermittlung endokriner Signale steuern 







1.2.3 Di- und Oligomerisierung GPCR  
Agnati und Mitarbeiter formulierten 1980 erstmals die Möglichkeit der Dimerisierung von GPCR 
und erweiterten so das bis dahin vorherrschende Bild von einem lineare Regulationssystem, worin 
ein Rezeptor, der von einem einzelnes Gen kodiert und durch die Bindung seines spezifischen 
Liganden aktiviert wird. Das die Bildung von Dimeren (als kleinste Form der Oligomerisierung) 
eine komplexe Rezeptor-Liganden-Beziehung realisiert wurde erstmals am Beispiel der Opioid-
Rezeptoren δ, κ und µ gezeigt werden (Waldhoer et al., 2005; Gomes et al., 2004; Jordan & 
Devin, 1999; George et al., 2000). Arbeiten zum GABAB Rezeptor konnten zeigen,  dass die 
Dimerisierung auch für die physiologische Funktion von GPCR wichtig ist (White et al., 1998). 
Der GABAB Rezeptor setzt sich aus zwei Rezeptoreinheiten GABAB1 und GABAB2 zusammen, 
die gemeinsam die Funktionsfähigkeit gewährleisten. GABAB1 sorgt für die Bindung des 
Liganden, wohin gegen GABAB2 für den Transport von GABAB1 zur Plasmamembran und die 
Aktivierung des G-Proteins nowendig ist (Pin et al., 2005). Die umfassenden Daten zur 
Heterodimerisierung des EP1R (Prostaglandinrezeptor E) und β2AR (β2-adrenerge Rezeptor) in 
Zellen der glatten Muskulatur machten deutlich, das die Dimerisierung von GPCR neue 
therapeutische Ansatzpunkte bei der Behandlung von Krankheiten wie Asthma liefern (McGraw 
et al., 2006, Barnes, 2006). Die Homo- und Hetero – sowie Oligomeriesierung von GPCR wird 
heute weitestgehend akzeptiert (Bouvier, 2001; Angers et al., 2002; George et al., 2002), wohin 
gegen die Konsequenzen für die Funktionalität der Rezeptoren noch nicht vollständig geklärt ist. 
Als mögliche Funktionen der Dimerisierung werden die Diversifizierung der 
Rezeptorpharmakologie, eine Feinabstimmung der Ligandenbindung und G-Protein-Spezifität 
sowie die Regulation der Rezeptorreifung und Internalisierung diskutiert (Terrillon & Bouvier, 
2004; Jacoby et al., 2006; siehe Abb. 6). 
Eine Übersicht über die Analyse verschiedener Heterodimere wurde beispielsweise von Kroeger 
et al. (2004) aufgestellt. Die Ergebnisse mehrerer Dimerisierungsstudien (Maamra et al., 2006; 
Cogé et al., 1999; Lee et al., 2000) hinsichtlich der Zelloberflächenexpression verschiedener 
GPCRs machen deutlich, das bereits auf einer frühen Ebene der Proteinbiosynthese, vermutlich 
im endoplasmatischen Reticulum, die Dimerisierung einen wichtigen Schritt der Proteinreifung 
darstellen kann (Terrillon & Bouvier, 2004). Offensichtlich hat auch die Ligandenbindung an der 
Zelloberfläche einen Einfluß auf Grad und Regulation der Dimerisierung von GPCRs. An der 
Ausbildung von Oligomerenstrukturen können teilweise auch intra- und extrazelluläre lösliche 






Abbildung 6: Potentielle Funktionen der Dimerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (nach Terrillon 
& Bouvier, 2004) 
 
Die molekularen Mechanismen der GPCR-Dimersierung sind bislang nur teilweise aufgeklärt. 
Die Diversität der bisher publizierten Daten lässt vermuten, dass es kein einheitliches Prinzip für 
die Interaktion von GPCRs gibt. Selbst innerhalb der engverwandten Opioid-Rezeptoren δ, κ und 
µ scheinen unterschiedliche Domänen für die Dimerisierung von Bedeutung zu sein (Filizola et 
al., 2002). Generell nimmt man an, dass zum einen Disulfidbrücken (z.B. beim Calcium-sensing 
Rezeptor) oder aber Interaktionen zwischen den Transmembrandomänen beteiligt sind. Die 
momentan diskutierten Dimerisierungsmodelle basieren auf letzterem. Das Modell der Kontakt-
Dimere beschreibt Interaktionen zwischen den einzelnen Transmembrandomänen, wobei die enge 
Packung innerhalb der Plasmemebrane nicht verändert wird. Ein Austausch von 
Transmembrandomänen zwischen den Rezeptormolekülen des Dimers steht im Mittelpunkt des 
Modells des Domänen-übergreifenden Dimers. 
Ein mittlerweile größer werdendes Spektrum an Methoden ermöglicht eine umfangreiche 
Untersuchung der Dimersierungseigenschaften von GPCRs. Neben den klassischen 
biochemischen Analysen (Immunoblotting und Koimmunopräzipitation differentiell 
epitopmarkierter GPCRs) bieten FRET-(fluorescence resonance energy transfer) und BRET- 
(bioluminescence resonance energy transfer) Experimente die Möglichkeit, die Interaktion von 
unterschiedlich markierten und koexprimierten Rezeptoren in lebenden Zellen zu charakterisieren 





1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Angesichts der stetig steigenden Prävalenz der Adipositas, die teilweise epidemische Ausmaße 
erreicht, werden medikamentöse Therapien immer notwendiger. Dies setzt das Verständnis der 
vielfältigen Wechselwirkungen von orexigenen und anorexigenen Effektorsystemen vorraus. Die 
beiden Melanocortin-Rezeptoren 3 und 4 sind wichtige Kontrollelemente der hypothalamischen 
Appetitregulation und stellen als solche interessante Ansatzpunkte für die pharmakologische 
Adipositas-Forschung dar. Der MC4R ist an der Vermittlung des anorexigenen Effektes des 
peripheren Hormons Leptin beteiligt, er beeinflusst Mahlzeitengröße, Nahrungswahl und 
Energieverbrauch (Adan et al., 2006). Der MC3R stellt durch seine Lokalisation auf den 
NPY/AgRP-Neuronen (orexigenes System) im ARC  und die Stimulation durch anorexigenen 
Neuropetiden (α-, β- und γ-MSH) eine Verbindung zwischen den antagonistischen 
Regulationssystemen im Hypothalamus her. Die Zugehörigkeit der beiden Melanocortin-
Rezeptoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren eröffnet hinsichtlich der 
Signaltransduktion ein komplexes Regulationssystem. Vielfach konnte gezeigt werden, das die 
Dimerisierung verschiedener GPCRs einen wesentlichen Einfluß auf die Rezeptorfunktion hat 
(Bouvier, 2001; George et al., 2002; Jacoby et al., 2006; Terillon et al., 2004).  
Ziel dieser Arbeit war es daher Interaktionspartner zu finden, die entweder mit dem MC3R im 
ARC oder dem MC4R im PVN koexprimiert werden und nachweislich die Appetit- und 
Gewichtregulation beeinflussen. Für die Untersuchung der Dimerisierungseigenschaften der 
heterolog exprimierten GPCRs sollen zwei unterschiedliche experimentelle Strategien verfolgt 
werden. Zum einen der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Säugerzellen 
anhand von FRET (Fluoreszenz-Energie-Transfer) und zum anderen der biochemische Nachweis 
von Rezeptor-Dimeren über unterschiedliche N- bzw. C-terminale Epitopmarkierungen 
(Sandwich-ELISA). Dies setzt die Etablierung der FRET-Methode vorraus, da bisher nur der 
Sandwich-ELISA in unserer Arbeitsgruppe für Interaktionsstudien erfolgreich genutzt wird.  
Darüber hinaus sollen die nachgewiesenen Heterodimere funktionell charakterisiert werden. Der 
Fokus liegt dabei auf den Auswirkungen der Rezeptorinteraktion hinsichtlich des cAMP-
abhängigen Signaltransduktionsweg, der sowohl durch die Stimulation des MC4R als auch des 
MC3R aktiviert wird.  




2 Material & Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Antikörper 
Anti-Flag-M2-Antikörper, monoklonal Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Hämagglutinin (HA)-Biotin-Konjugat Roche, Mannheim 
Streptavidin-Peroxidase (POD)-Konjugat Dianova, Hamburg 
 
2.1.2 Antibiotika 
Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 
2.1.3 Enzyme 
T4-DNA- Ligase New England Biolabs, Schwalbach 
Taq-DNA-Polymerase Bioline, London, UK 
DNaseI (RNase-Free) New England Biolabs, Schwalbach 
Shrimps Alkaline Phosphatase usb, Ohio, Cleveland, USA 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Schwalbach 
AatI, EcoRI, KpnI, PstI und SpeI 
 
2.1.4 Hormone 
NDP-α-MSH Peter Henklein, Biochemie Charité 
α-,β- und γ-MSH Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ghrelin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 
2.1.5 Inhibitoren 
Pertussistoxin (PTX) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
U-73122 Calbiochem  
N-(6-Aminohexyl)-5-naphthalenesulfonamide 
hydrochloridechloro-1 (W7) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
 




2.1.6 Radioaktive Substanzen 
125I-NDP-α-MSH 2000 Ci/mmol; Amersham Pharmacia, Little 
Chalfont, England 
 
2.2 Medien und Puffer 
2.2.1 Medium für Bakterienkulturen 
LB-Flüssigmedium  LB-Agarplatten 
Trypton 10 g/l Trypton 10 g/l 
Hefeextrakt   5 g/l Hefeextrakt   5 g/l 
NaCl   5 g/l NaCl   5 g/l 
in H2O; pH 7,4  Agar-Agar   1,5 % (w/v) 
 
SOB-Medium  SOC-Medium 
Trypton 20 g/l MgCl2 (sterilfiltriert) 20 mM 
Hefeextrakt   5 g/l Glucose 
(sterilfiltriert) 
20 mM 
NaCl 0,5 g/l in hitzesterilisiertem SOB-Medium 
KCl 2,5 mM 
in H2O; pH 7,4 
 
Die Antibiotika wurden den hitzesterilisierten Medien in einer Endkonzentration von 75µg/ml 
(Ampicilin) oder 50 µg/ml (Kanamycin) zugesetzt. 
 
2.2.2 Medien für die Zellkultur 




Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
Biochrom, Berlin 
MEM Earle`s-Medium   Biochrom, Berlin 
 




(B) Vollmedien  
DMEM- bzw. MEM Earle`s-Medium versetzt mit jeweils: 
Fötales Kälberserum (FKS) 10 % 
L-Glutamin 10 % 
Penicilin 100 U/ml 
Streptomycin 100 U/ml 
 
2.2.3 Puffer für Fluoreszenz Imaging (Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie und 
FRET) 
HBS-Puffer 
NaCl 28 mM 
KCl   6 mM 
MgCl2   1 mM 
HEPES 10 mM 
Glucose 5,5 mM 
BSA 0,2 % 
CaCl2 1 mM 
in H2O; pH 7,4 mit NaOH 
 
2.2.4 Puffer für Oberflächenbindung 
HANK´s Lösung (Oberflächenbindungspuffer) 
KCL 5,36 mM 
KH2PO4 0,44 mM 
MgSO4 0,40 mM 
Na2HPO4 0,33 mM 
Glucose 5,55 mM 
CaCl2 1,30 mM 
Sucrose  280 mM 
BSA   0,2 % 
Magermilchpulver   2,5 % 
pH 7,4 
 




2.2.5 Puffer für cAMP-Akkumulationspuffer 
Stimulationspuffer 
HEPES, pH 7,4   20 mM 
NaCl 138 mM 
KCl     6 mM 
MgCl2     1 mM 
Glucose  5,5 mM 
CaCl2     1 mM 




HEPES, pH 7,4     5 mM 
BSA  0,1 % 
Tween  0,3 % 
IBMX     1 mM 
 
SO-Puffer 
Hank´s Balanced Salt Solution  
(HBSS; Gibico, Invitrogen, Karslruhe) 
    1 x 
HEPES, pH 7,4    5 mM 
BSA               0,1 % 




2.2.6 Puffer für Oberflächen und Sandwich ELISA 
Substratpuffer  Substratlösung 
Citronsäure 0,1 M Substratpuffer 25 ml 
Na2HPO4 0,1 M ο-Phenyldiamin 10 mg 
pH 5,2  H2O2 (30 %) 20 µl 
 
Stopplösung  PBS (1x)  
HCl      1 M NaCl 150 mM 
Na2SO3 0,05 M Na2HPO4     0,1 M 
  KH2PO4  1,6 mM 
  pH 7,4  
 
Lysispuffer   Beschichtungspuffer  
Tris/HCL   10 mM Natriumtetraborat  150 mM 
NaCl  150 mM in H2O2; pH 8,0  
EDTA     1 mM   
DTT     1 mM   
Desoxycholat-Na     1 %   
NP-40     1 % PBS-T 




2.3 Molekularbiologische Methoden 
Weit verbreitete molekularbiologische Methoden wie der Verdau von DNA durch 
Restriktionsenzyme, die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Ligation wurden bei der 
Anfertigung dieser Arbeit verwendet. Ihre Durchführung ist detailliert im Buch „Molecular 
Cloning“ von Sambroock & Russel (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001) beschrieben, 
ihre Einbettung in Klonierungsstrategien wird im Folgenden dargelegt. Die Herstellung und 
Transfektion von chemisch kompetenten Zellen, DNA-Aufreinigungen, die Herstellung von 
cDNA, RNA-Isolationen und TOPO-Klonierungen erfolgten nach den Angaben der jeweiligen 
Hersteller. 





Agarosegelelektrophorese Aaja und Borst, 1972 
Herstellung chemisch kompetenter Zellen Invitrogen, Karlsruhe 
Ligation von DNA-Fragmenten Sambrook et al., 2001 
Plasmidpräparation über DNA-bindende 
Säulen 
Qiagen, Hilde 
Restriktion von DNA-Fragmenten Sambrook et al., 2001 
RNA-Isolation aus Säugerzellen Invitrogen, Karlsruhe 
RT-PCR Qiagen, Hilde   
Sequenzierung Sanger et al., 1977 
Transformation von E.coli-Zellen Cohen et al., 1972 
 
2.3.1 Klonierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der hypothalamischen 
Appetitregulation 
Für die heterologe Expression der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren in Säugerzellen wurden zwei unterschiedliche Expressionsplasmide genutzt: 
(1) hcpcDPS von Prof. Dr. Torsten Schöneberg, Institut für Biochemie, 
Universität Leipzig 
(2) pECFP-N1 und pEYFP-N1 Clontech, Paolo Alto, Ca, USA (siehe Abb. 7) 
 
Die für die verwendeten humanen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kodierende cDNA stammt 
aus bereits angefertigten Expressionsplasmiden (Patrick Tarnow und Annika Bickenbach, Institut 
für Experimentelle Pädiatrische Endokrinologie, Virchow Klinikum Berlin). 
Alle hergestellten Konstrukte wurden auf ihre Identität und Korrektheit durch Sequenzierung der 
cDNA mit einem Kapillarsequencer ABI3130x/ Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster 
City, Ca, USA) überprüft. 





Abbildung 7: Schematische Darstellung der Expressionsplasmide pECFP-N1 (rechts) und pEYFP-N1 (links). 
Das Expressionsplasmid verfügt über: einen Promotor des humanen Cytomegalievirus (PCMV), den offenen 
Leserahmen für das cyan bzw. das gelb fluoreszierende Protein (ECFP bzw. EYFP), eine nachgeschaltete 
Polyadenylierungssequenz (SV40 polyA) und ein Kanamycin- und ein Neomycin-Resistenzgen (Kanr/Neor), das durch 
den SV40-Promotor angetrieben wird (SV40 ori, PSV40), einen f1 Einzelstrang DNA-Ursprung (f1 ori), der den nicht-
kodierenden CFP- bzw. YFP-Strang verpackt, sowie ein Polyadenylierungssignal der Thymidinkinase aus dem Herpes 
simplex Virus (HSV TK polyA) und einen Plasmid-Replikationsursprung (pUC). (Referenz: Clontech) 
 
2.3.1.1 Generierung von HA- und Flag-Epitop-markieten G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren  
Zur Untersuchung der Oberflächenexpression und der Rezeptordimerisierung wurden unter 
anderem Immunoassays durchgeführt. Um eine immunologische Detektion der Rezeptoren 
durchführen zu können, war eine Epitopmarkierung erforderlich. So wurden die Konstrukte mit 
N-terminalen HA-Epitopen und / oder C-terminalen Flag-Epitopen versehen. Vorangegangene 
Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Epitope die Aktivität der Rezeptoren nicht 
beeinträchtigt. Daher wurden diese Expressionsplasmide auch für die Ligandenbindungsstudien 
eingesetzt. 
Bei dem HA-Epitop handelt es sich um eine Nukleotidsequenz, die für die Aminosäuresequenz 
YPYDVPDA kodiert und aus dem Hämagglutinin-Protein des Influenzavirus stammt. Das Flag-
Epitop weist die Aminosäuresequenz DYKDDDDK auf. Beide Epitope sind mit kommerziell 
erhältlichen Antikörpern detektierbar. 
Hergestellt wurden diese HA- oder Flag-markierten Rezeptoren von Patrick Tarnow und Annika 
Bickenbach (Institut für Experimentelle Pädiatrische Endokrinologie, Virchow Klinikum Berlin). 
Die Markierung erfolgte mittels spezifischer Primer im Rahmen einer PCR. Die so synthetisierten 
Fragmente wurden über die beiden Restriktionsschnittstellen AatII und SpeI (N-terminales HA-




Epitop) oder KpnI und SpeI (C-terminales Flag-Epitop) in den Expressionsvektor hcpcDps 
kloniert. 
Vektoren 
hcpcDps Prof. Dr. Torsten Schöneberg, Institut für Biochmie, 
Universität Leipzig 
 
2.3.1.2 Konstruktion der CFP- und YFP-Epitop-markierten Rezeptoren 
Für Untersuchungen zur Proteinlokalisation sowie für FRET-Analysen mussten die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren mit dem cyan- bzw. gelb-fluorezierenden Protein (CFP, YFP) fusioniert 
werden. 
Ausgehend von den bereits vorliegenden hcpcDps-Expressionsplasmiden (siehe 2.3.1.1.) wurde 
mittels PCR direkt vor dem Startcodon und am 3´Ende der cDNA zwischen dem letzten 
kodierenden Triplett und dem Stopcodon jeweils eine andere spezifische Restriktionsschnittstelle 
(siehe Tabelle 3) für die Umklonierung in die die Fusionsvektoren pECFP-N1 und pEYFP-N1 
eingefügt. 
Die verwendeten Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Syntheselabor GmbH, Berlin) 
synthetisiert und sind in der Tabelle 3 aufgelistet. 
Vektoren 
pECFP-N1 BD Biosiences Clontech, Heidelberg 
pEYFP-N1 BD Biosiences Clontech, Heidelberg 
 




Tabelle 3: Oligonukleotidsequenzen für die Konstruktion der CFP- und YFP-Epitop markierten humanen 




































5´ GCT TCG AAT TCT GAT GAG CAT CCA AAA GAC 3´ 
MC3RKpnFP-R 
5´ CGG TAC CGT CGA TCC CAA GTT CAT GCC G 3´ 
 
MC4REcoFP-F 
5´ GCT TCG AAT TCT GAT GGT GAA CTC C 3´ 
MC4RKpnFP-R 
5´ CGG TAC CGT CGA ATA TCT GCT AGA C  3´ 
 
CB1EcoFP-F 
5´ GCT TCG AAT TCT GAT GAA GTC GAT CCT AG 3´ 
CB1KpnFP-R 
5´ CGG TAC CGT CGA AGC CTC GGC AGA CGT G 3´ 
 
GHSR1EcoFP-F 
5´ GCT TCG AAT TCT GAT GTG GAA CGC GAC GC 3´ 
GHSR1KpnFP-R 
5´ CGG TAC CGT CGA TGT ATT AAT ACT AGA TTC 3´ 
 
hGPR7EcoFP-F 
5´ GCT TCG AAT TCT GAT GGA CAA CGC CTC G 3´ 
hGPR7KpnFP-R 




5´ GCT TCG AAT TCT GAT GGG TCC AAT AGG TG 3´ 
 


























EcoRI / KpnI 
 
 











5´ CGG TAC CGT CGA GAC ATT GGT AGC CTC 3´ 
 
µ-OPRPstFP-F 
5´ CGA ATT CTG CAG ATG GAC AGC AGC GC 3´ 
µ-OPRKpnFP-R 








Die eingefügten Restriktionsschnittstellen für die Klonierung sind unterstrichen. Das jeweilige Startcodon sowie das 
modifizierte Stopcodon der  verwendeten Rezeptoren sind kursiv. 
 
 
(a) C-terminale Flag-Markierung 
Für cAMP-Akkumulationsassays wurden die YFP-Fusionsrezeptoren modifiziert, da die 
verhältnismäßig großen Fluoreszenzmoleküle am C-Terminus die durch die Aktivierung des 
Rezeptors iniziierte Bindnung spezifischer G-Proteine möglicherweise behindern könnten und 
somit einen negativen Einfluß auf die Signaltransduktion hätten. 
Dafür war zunächst ein kompletter Verdau des YFP-fusionierten Expressionsplasmides mit KpnI 
notwendig. Die entsprechende Restriktionsschnittstelle befindet sich am 3´Ende des Inserts im 
Fusionsübergang zum YFP. Anschließend wurde der linearisierte Vektor noch  dephosphoryliert 
(1U/µl Shrimps Alkaline Phosphatase, usb, Cleveland, Ohio, USA). Ein DNA-Fragment, welches 
das Flag-Epitop (DYKDDDDK) einschließlich eines eigenen Stopcodons am 3´-Ende kodiert 
wurde aus einem kodierenden (sense) und einem dazu komplementären (antisense) Einzelstrang 
zusammengesetzt. Über die KpnI-Schnittstelle am jeweiligen phosphorylierten 5´Ende der beiden 
Oligonukleotide konnte das Flag-kodierende Fragment direkt für die Ligation mit dem 
geschnittenen Expressionsplasmid verwendet werden. Eine entsprechende grafische Darstellung 
dieser Klonierungsstrategie ist in der Abb. 8 zusammengefasst. 





Abbildung 8: Schematische Darstellung der Klonierungsstartegie für die Modifizierung der YFP-
Fusiondplasmide 
Die bereits bestehenden YFP-Expressionsplasmide (pEYFP-N1) der untersuchten Appettitrezeptoren wurde durch 
einen Restriktionsverdau mit KpnI zunächst linearisiert. Anstelle des YFP-Epitops wurde dann an das 3´-Ende der 
Rezeptor-cDNA eine Flag-Markierung kloniert. Da am 3´-Ende des Flag-Epitos ein zusätzliches Stopcodon angehängt 
wurde bricht die Synthese des Proteins vor dem YFP-Epitop ab. Es entsteht ein neues Fusionsprotein bestehend aus 
dem Rezeptor und dem C-terminalen Flag-Epitop.  
 
(b) Herstellung trunkierter MC4R-Konstrukte 
Die C-terminale Verkürzung von MC4R erfolgte mittels PCR generiert, wobei an den Enden der 
cDNA durch die Vorwärtsprimer eine EcoRI-Schnittstelle und mit den jeweiligen Rückwärts-
Primern eine KpnI-Schnittstelle für die Umklonierung in die Fusioensvektoren pECFP- und 
pEYFP-N1 eingefügt wurde (siehe Tabelle 4).  
 
Tabelle 4: Oligonukleotide für die Herstellung der trunkierten MC4R-Konstrukte 
Name Oligonukleotidsequenz Klonierungsenzyme 
MC4R TM3-Fw 
MC4R TM3-Rv 
5´ GCT TCG AAT TCT GAT 3´ 





5´ GCT TCG AAT TCT GAT 3´ 
5´ CGG TAC CGT CGA TCC CTT CAT ATT GG 3´  
EcoRI 
KpnI 
Die eingefügten Restriktionsschnittstellen für die Klonierung sind unterstrichen. 
 




2.3.1.3 Herstellung der MC3R-Mutante I183N sowie der GHSR-Mutanten A204E und 
F279L 
 
Abbildung 9: Lage der generierten Mutationen MC3R I183N (rechts) sowie GHSR A204E und F279L (links) 
Darstellung der transmembranären Regionen des MC3R (rechte Seite) und des GHSR (linke Seite), die durch 
gerichtete Mutagenese eingebauten Mutationen sind rot markiert. Die Numerierung der Nukleotide und Aminosäuren 
erfolgte für MC3R nach Rached und Mitarbeiter (Rached et al., 2004) sowie für GHSR nach Holst und Schwartz 
(Holst and Schwartz, 2006). 
 
Zur Synthese der Rezeptormutanten (siehe Abb. 9) wurde die überlappende Polymerase 
Kettenreaktion (overlap extension PCR) verwendet, bei der das Produkt einer ersten 
Amplifikation bzw. ein Gemisch aus Fragmenten als Template für eine zweite PCR eingesetzt 
werden. Hierfür wurden die Oligonukleotid-Primerpaare für die erste PCR so ausgewählt, dass 
jeweils zwei überlappende Fragmente amplifiziert wurden, die sowohl die gewünschte Mutation 
als auch eine spezifische Klonierungsstelle beinhalteten. In einer zweiten PCR wurden diese 
Fragmente als Ausgangsmaterial eingesetzt, amplifiziert wurde mit den äußeren Oligonukleotiden 
(siehe Abb. 10). Das so entstandene PCR-Produkt wurde zunächst nach Herstellerangaben in 
einen TA-„cloning“-Vektor (pCR®2.1-TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, Karlsruhe) kloniert um 
nach der Transformation in E.coli (Eschericia coli-Stamm  DH5α) mittels Blau-Weiß-Selektion 
einige Klone auszuwählen, die für die Sequenzierung angezogen  und nach der Plasmidisolation 
(Minipräparationssystem von Qiagen, Hilden) überprüft wurden. Konnte mittels Sequenzierung 
(Kapillarsequencer ABI3130x/ Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA) ein 
Klon identifiziert werden, der neben der gewünschten Mutation keine weitere trug, so wurde die 
DNA dieses Klones mit den Klonierungsenzymen geschnitten uns in den Expressionsvektor 
pECFP- N1 bzw. pEYFP-N1 (Clontech, Heidelberg) ligiert.  Nach erfolgreicher Transformation in 
E.coli wurden die entstandenen Klone noch einmal durch Sequenzierung überprüft. Die für die 
funktionelle Charakterisierung ausgewählten Klone wurden angezogen, um größere Mengen der 
Plasmid-DNA mit Hilfe von DNA-bindenden Säulen (Qiagen, Hilden oder Macherey-Nagel, 
Düren) für die transiente Transfektion der Säugerzellen zu gewinnen. 





Abbildung 10:  Schematische Darstellung der Generierung der MC3R- und GHSR-Mutanten mittels overlap 
extension PCR 
Als Ausgangsmaterial für die Generierung der Rezeptormutanten wurden die bereits bestehenden Expressionsplasmide 
pEYFP-N1 mit der MC3R- und GHSR-Wildtyp-cDNA verwendet. Zunächst werden Fragmente der Wildtyp-Rezeptor-
Sequenzen mit Hilfe von zwei spezifischen Primerpaaren (hier in Form von grünen und blauen Pfeilen dargestellt) 
amplifiziert. Dabei wurde jeweils ein Oligonukleotid so ausgewählt, das es zu einem gerichteten Basenaustausch im 
neu synthetisierten Strang kommt (Mutagenese als rotes Oval angegeben). Die beiden komplementären Fragmente 
überlappen im Bereich der Mutagenese. In der anschließenden (overlap extension ) PCR erfolgt eine Verknüpfung der 
beiden Fragmente über den Überhang, so das über die äußeren Primer (pEYFP-Fw und pEYFP-Rv) die Einzelstränge 
zum Doppelstrang aufgefühlt wurden.   
 





5´ GTC GTA ACA ACT CCG CCC CAT TGA C 3´ 
5´ GGG TCA GCT TGC CGT AGG TGG 3´ 
MC3R I183N-Fw 
MC3R I183N-Rv 
5´ CAG GTA CGT CAC CAa CTT TTA CGC GCT CCG 3´ 






5´ CAC CGA GTT TGa GGT GCG CTC TGG 3´ 
5´ CCA GAG CGC ACC tCA AAC TCG GTG 3´ 
 
5´ CTG GCT CCC CTT aCA CGT AGG GCG 3´ 
5´ CGC CCT ACG TGt AAG GGG AGC CAG 3´ 
 
Die Herstellungsstrategie für die Mutanten MC3R I183N, GHSR A204E und GHSR F279L ist der 
Abb. 10 zu entnehmen. Die dafür verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle 5 
zusammengefasst. 
 




2.3.2 RT-PCR  
Zum analytischen Nachweis der Adenylat-Cyclasen (Isoformen 1-8) in COS-7-Zellen wurde die 
Expression der Enzyme auf Transkriptionsebene durch die Anwendung der 
Polymerasekettenreaktion nachgewiesen. Zur Amplifikation der Adenylat Cyclasen mittels PCR 
wurden die in Tabelle 6 aufgeführten Primer verwendet. 
Die für die RNA-Präparation verwendeten COS-7-Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben 
kultiviert. Die mit Trypsin/EDTA-Lösung abgelösten Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen 
und anschließend entsprechend den Angaben des Herstellers in 1mL Trizol® Reagent (Invitrogen, 
Karlsruhe) aufgenommen. Die RNA-Isolation wurde nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Anschließend wurde eine DNAse-Behandlung (2 U/10 µg RNA DNaseI, New 
England Biolabs, Schwalbach der Proben vorgenommen, um Kontaminationen zu vermeiden und 
um auszuschließen, dass die später amplifizierten PCR-Produkte genomischen Ursprungs waren. 
Für die reverse Transkription in cDNA wurde ein Oligo-dT-Primer (Invitrogen, Karlsruhe) sowie 
der Omniscript®RT Kit (Qiagen, Hilde) verwendet. In der nachfolgenden PCR wurde jeweils ein 
Fragment von ca.360 bp amplifiziert. Die isolierten und gereinigten PCR-Produkte (Qiagen, Hilde 
oder Promega, Mannheim) wurden in einen pCR2.1-TOPO Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) nach 
Herstellerangaben kloniert. Es wurden pro Enzym 4-5 Klone sequenziert.  
 




5´ GGC AGC TCC TTT TGG TCA CCT TCG 3´ 
5´ GCT CAC ATT GTC GTC CCT CTG GAT G 3´ 
AC2-Fw 
AC2-Rv 
5´ CTC TTC ATC ATC TTC GTG TTG TAC ACC ATG 3´ 
5´ GTT GTG GAA GTT ATT TGT GTT CTC CAT CTG 3´  
AC3-Fw 
AC3-Rv 
5´ GGA CAT CAT CCT CTT CGT GCT CTG C 3´ 
5´ CCA GGA AGG CCT TGC GGT GC 3´ 
AC4-Fw 
AC4-Rv 
5´ GGA CCA GGT GTC CTA TTT TCT CTT CG 3´ 
5´ CTC TCT GGC CGT GAC CCC TG 3´ 
AC5-FW 
AC5-RV 
5´ GCA GCG GCG GGG CGC 3´ 
5´ CAT GAC CAG GCA CAC GAG CAC C 3´ 
AC6-Fw 
AC6-RV 
5´ CTG CTG GCG CCG TCT GGT G 3´ 
5´ GCG GAT GGG GAG GAG CGT G 3´ 
AC7-Fw 
AC7-Rv 
5´ CCC TTC AGC ATG CGG GGC G 3´ 
5´ GAT GCT GAC ATT CTG GTG CCT CTT G 3´ 
 






5´ GCC AGC GGC AGC GGA GG 3´ 
5´ GAT CTG GGT GGT CAT GGC CAC C 3´ 
 
 
2.4 Zellbiologische Methoden  
Zur Untersuchung der Interaktion von humanen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der 
Appetittregulation wurden eukaryoten Zellen für die heterologe Expression genutzt, da diese im 
Gegensatz zur Expression in E.coli die co- und posttranslationale Prozessierung dieser Proteine 
sowie deren korrekte Lokalisation in der Zellmembran gewährleisten.  
Um insbesondere den Einfluß der Heterodimerisierung auf den cAMP-abhängigen 
Signaltransduktionsweg sowie die Bindung einzelner Liganden an Rezeptordimere und die 
Oberflächenexpression nach der Koexpression von Rezeptorpaaren zu untersuchen, wurden 
ebenfalls Säugerzellen als Modellsystem genutzt.  
 
2.4.1 Zelllinien und Kultivierung  
COS-7 Zellen (Abkürzung von CV1 Origin SV40) sind modifizierte renale Epithelzellen, die aus 
der Niere einer afrikanischen Grünen Meerkatze (Cercopithicus Aethiops) stammt. Die Zellen 
wurden mit DNA des SV40-Virus transformiert, die eine funktionsfähige frühe Genregion, aber 
einen defekten viralen Replikationsursprung aufweißt. Die in das Wirtsgenom eingebaute DNA 
kodiert für das T4-Antigen (large T-Antigen). Die Virus-DNA kann sich aufgrund des fehlenden 
Replikationsursprunges nicht selbständig replizieren. Will man diese Zellen transfizieren, um ein 
bestimmtes Protein von diesen Zellen synthetisieren zu lassen, muß das Expressionsplasmid den 
fehlenden Replikationsursprung liefern. Vektoren mit einem entsprechenden SV-40-Promotor 
gewährleisten eine Überexpression des Insert im COS-7-Zellsystem. Gegenüber anderen 
eukaryotischen Systemen lassen sich diese Zellen effizient transfizieren. Darüber hinaus zeigen 
sie meist eine hohe Expressionsrate und können leicht in großen Mengen kultiviert werden. Zur 
Kultivierung dieser adhärenten Zelllinie wurde Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM; 
Biochrom, Berlin) mit 10 % FCS, L-Glutmin sowie 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 
Streptomycin verwendet. Die Zellen wurden in Brutschränken mit einer feuchten Atmosphäre bei 
37°C und einer zusätzlicher Begasung mit 5 % CO2 angezogen. 
HEK293-Zellen sind ein Transformationsprodukt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle 
(Human Embryonic Kidney). Die hypotriploiden Epithelzellen wurden in MEM Earle`s-Medium  
(Biochrom, Berlin) mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin in 5 %-CO2-




begasten Brutschränken in feuchter Atmospäre bei 37°C kultiviert. Diese Zelllinie wurde vor 
allem für die konfokale Laser- Scanning-Mikroskopie und die FRET-Messungen verwendet, da 
sie eine kleinere Zellgröße aufweisen als COS-7-Zellen und man somit mehr Zellen pro 
Aufnahme bzw. Messung erfasst. Alle hier dargelegten mikroskopischen Arbeiten wurden am 
Institut für Pharmakologie an der Freien Universität Berlin durchgeführt. Da die HEK293-Zellen 
nur schwach adhärent wachsen, wurden sie für den Transport auf Glasplättchen ausgesetzt, die mit 
Poly-L-Lysin (Biochrom, Berlin) beschichtet wurden  
Alle zwei bis drei Tage wurden sowohl die HEK293-Zellen als auch die COS-7-Zellen 1:10 
umgesetzt. Zum Passagieren und Aussetzten in entsprechenden Kulturplatten wurden die Zellen 
ca. drei Minuten bei 37°C mit Trypsin/EDTA-Lösung (Biochrom, Berlin) inkubiert. Die 
abgelösten Zellen wurden dann in frischem Medium aufgenommen, verdünnt und in die 
entsprechenden Gefäße überführt. 
 
2.4.2 Transiente Transfektion 
Für die erforderliche heterologe Expression der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in 
Säugerzellen wurde ein transientes Transfektions-System gewählt. Im Gegensatz zu stabilen 
Zelllinien, in denen ein heterologes Gen in das Wirtsgenom integriert wird um eine stabile 
Proteinexpression zu erzielen, erfolgt hier eine zeitlich begrenzte Synthetisierung des Rezeptors, 
allerdings in einem deutlich stärkerem Umfang.  
Die Transfektion von COS-7-Zellen wurde mit Hilfe des polykationischen, lipophilen 
Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex, Martinsried) durchgeführt. Die negativ geladene 
DNA wird dabei an die Metafectene-Moleküle gebunden und vollständig bedeckt, so dass eine 
Passage über die Cytoplasmamembran möglich ist. Für die Transfektion von HEK293-Zellen 
wurde FuGene6-Transfektions-Reagenz (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) verwendet. 
Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in Kulturschalen bzw. -platten ausgesetzt. 
Dabei wurde beachtet, dass die Konfluenz der Zellen am Tag der Transfektion bei 50-70 % lag. 
Die Transfektionsprotokolle der zwei verwendeten Zelllinien für die einzelnen Untersuchungen 
sind in der Tabelle 6 zusammengetragen. Bei Kotransfektionen mit zwei unterschiedlichen 
Konstrukten wurde (soweit nicht anders angegeben) anteilig die gleiche Menge Plasmid-DNA  
mit einer Endkonzentration von insgesamt 2 µg/Transfektionsansatz eingesetzt. Für die FRET-
Messungen (siehe 3.3.2) wurden die eingesetzten Plasmidmengen so gewählt,  dass das molare 
Verhältnis des YFP- und CFP-markierten Rezeptors zwischen 0,8 und 4 (YFP:CFP) lag. 




Die Transfektionen mit den beiden Transfektionsreagenzien wurden nach dem jeweiligen 
Herstellerprotokoll über Nacht durchgeführt. Ein Mediumwechsel am nächsten Tag wurde nur bei 
COS-7-Zellen durchgeführt, deren Transfektion mittels Metafectene erfolgte. 
 
Tabelle 7: Transfektionsschema der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur 
funktionellen Charakterisierung der analysierten Rezeptoren 



































µg DNA/Ansatz 2 µg 2-3 µg 2 µg 
µl Transfektions-
reagenz/Ansatz 







lumen von DNA 
(µl Transfekti-
onsmedium) 










ca. 124 µl 1 ml + 4 ml 
Transfektionsmediu
m 
50 µl + 200 µl 
Transfektionsmediu
m 
Als Transfektionsmedium wurde MEM Earle`s-Medium (Biochrom, Berlin) für HEK293-Zellen bzw. DMEM-
Medium (Biochrom, Berlin) für COS-7-Zellen jeweils ohne weitere Zusätze verwendet. 
 





2.5.1 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
Prinzip der Methode: 
Die Analyse der subzellulären Lokalisation heterolog exprimierter Rezeptoren erfolgte über ein 
konfokales Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM 510 META, Carl Zeiss, Jena), das mit einem 
Argon-Laser ausgestattet war. Für die Aufnahmen wurde ein α-Plan-Fluar 100x/1,45-Objektiv 
benutzt. 
 
2.5.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) 
Wird  Licht mit geeigneter Wellenlänge in ein System eingestrahlt, kann es von Molekülen 
absorbiert werden und dabei Elektronen in einen angeregten Schwingungszustand versetzen. Ein 
angeregtes Molekül kann seine Energie dann zum Beispiel in Form von Fluoreszenz oder 
Phosphoreszenz wieder abgeben. Hierbei kommt es zur Emission elektromagnetischer Strahlung, 
deren Wellenlänge im Vergleich zur anregenden Strahlung länger ist. Weiterhin kann ein 
angeregtes Fluorophor (Donor) seine Energie auch strahlungslos an ein zweites Fluorophor 
(Akzeptor) übertragen. Bei diesem Vorgang wird die Energie mittels induktiver Resonanz 
transferiert. Dieser Prozeß wird daher auch als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) 
bezeichnet. Vorraussetzung hierfür ist, dass die Energiedifferenz zwischen dem metastabilen 
Zustand und dem Gundzustand des Donors groß genug ist, den Akzeptor anzuregen. Die Effizienz 
des Energietransfers ist abhängig von dem Ausmaß der Überlappung zwischen den Donor-
Emissions- und Akzeptor-Absorptionspektren, der relativen Orientierung der Donor- und 
Akzeptor-Übergangsdipole (räumliche Orientierung) und vor allem von der Distanz zwischen 
Donor und Akzeptor. Theodor Förster beschrieb 1948 theoretisch die quantenmechanischen 




Der Abstand R0, bei dem FRET-Effizienz 50 % beträgt, wird als Förster-Radius bezeichnet. Er ist 
abhängig von der Kombination der Fluorophore und liegt in der Regel bei Distanzen von weniger 
als 8 nm. Die Abstandsabhängigkeit konnte 1967 von Lubert Stryer und Richard Haugland durch 
Fluoreszenz-Experimente mit RNS-Fragmenten bekannter Länge bestätigt werden. Die FRET-
Effizienz gibt Informationen über Proteindistanzen im sub-Nanometer-Bereich und sinkt 
typischerweise bei Entfernungen über 12 nm unter die Nachweisgrenze. Das Auftreten eines 
FRET ist somit ein sicherer Indikator für die nahe Lage zweier Moleküle (siehe Abb. 11). 




In unseren Messungen wurde das cyan fluoreszierende Protein („cyan fluorescent protein“, CFP) 
als Donor und das gelb fluoreszierende Protein („yellow fluorescent protein“, YFP) als Akzeptor 
verwendet. Das CFP-Fluorochrom besitzt ein Absorptionsspektrum von ca. 380-475 m (λAmax = 
437 nm) und ein Emissionsspektrum von ca. 470-530 nm (λAmax = 476 nm). Das 
Absorptionsspektrum der YFP-Farbvariante umfasst den Bereich von ca. 470-515 nm (λAmax = 
512 nm). Die Emission liegt bei ca. 520-600 nm (λAmax = 535 nm).  
 
Abbildung 11: Prinzip von FRET 
FRET ist die strahlungsfreie Übertragung von   Photonenergie von einem angeregten Fluorophor (CFP, dem Donor) 
auf ein anderes Fluorophor (YFP, den Akzeptor), wenn der Abstand zwischen beiden nicht mehr als 1-10 nm beträgt 
(dargestellt auf der rechten Seite der Abb.). Ist das angeregte CFP weiter als 10 nm von YFP entfernt, dann findet kein 
Transfer statt, YFP wird nicht angeregt und emittiert somit kein Licht (linke Seite der Abb.). Mittels FRET kann die 
relative Nähe der Moleküle über die optische Grenze der Lichtmikroskopie hinaus aufgelöst werden. Werden die 
Fluoreszenzproteine molekularbiologisch an Proteine gekoppelt und in Zellen exprimiert so geben sie nicht nur 
Auskunft über die Protein Lokalisation, sie ermöglichen auch die Untersuchung molekularer Wechselwirkungen 
zwischen zwei Proteinen (Protein-Protein-Interaktion).   
 
2.5.2.1 Akzeptor-Bleichverfahren 
Bei den hier vorgestellten Experimenten wurde der FRET zwischen CFP und YFP durch 
Ausbleichen des Akzeptors (YFP) und gleichzeitiger Messung der Donor-Fluoreszenz (CFP) 
bestimmt („acceptor photobleaching“ oder „donor quenching“, siehe Abb. 12). Im Falle eines 
Energietransfers führt die Anregung des Donors über FRET zur Anregung des längerwelligen 
Akzeptors, wobei die Donor-Emission abnimmt. Durch das Ausbleichen des Akzeptors wird der 
Energie-Transfer unterbunden und es kommt zu einem Anstieg der Donor-Fluoreszenz 
entsprechend des zuvor an den Akzeptor abgegebenen Energieanteils. Diese Messungen erlauben 
eine direkte Quantifizierung der FRET-Effizienz  (E) über die Formel: 
E = 1- (FDA / FD) 
wobei FDA  für die gemessene CFP-Fluoreszenz vor dem Ausbleichen des Akzeptors und FD für 
die CFP-Fluoreszenz bei Abwesenheit des Akzeptors steht. FD wurde über die Erholung der CFP-
Fluoreszenzintensität während des fraktionellen Ausbleichens des Akzeptors durch lineare 




Regressionsanalyse und Extrapolation der CFP-Fluoreszenz bei einer YFP-Fluoreszenz von Null 
bestimmt. 
Durchführung: 
Die HEK293-Zellen wurden auf Glasplättchen ausgesetzt, welche 24 Stunden nach der transienten 
Transfektion in eine Messkammer eingespannt und für die Messung mit HBS-Puffer überschichtet 
wurden. Die Messungen wurden an einem Zeiss Axiovert 100-Mikroskop mit einem Polychrom 
II-Monochromator und einer IMAGO CCD-Kamera durchgeführt. Für die Messungen wurden 
weiterhin ein halbdurchlässiger Spiegel (80 % Transmission, 20 % Reflexion), ein Plan-
Apochromat 63x/1,4-Objektiv und ein motorisiertes Lambda 10/2-Emissionsfilterrad (Sutter 
Instruments, Novato, CA) mit Bandpassfiltern 460-500 nm und 535-580 nm verwendet. Bei 
jedem Messzyklus wurde der CFP-Donor bei 410 nm für 20-60 ms und der YFP-Akzeptor bei 510 
nm für 10-15 ms angeregt. Die Aufnahme der YFP-Fluoreszenz erfolgt mit dem 535-580 nm 
Bandpassfilter. Das Messprotokoll begann mit 15 Zyklen in denen nur die CFP- und YFP-
Emission aufgezeichnet wurde, gefolgt von 60 Zyklen bei denen zusätzlich am Ende jedes 
Messzyklus ein YFP-Ausbleichvorgang (2100 ms bei 512 nm) durchgeführt wurde. Die FRET-
Messungen wurden ebenso wie die konfokale Laser-Scanning Mikroskopie am Institut für 
Pharmakologie an der Freien Universität Berlin in der Arbeitsruppe von Prof. Dr. Michael 
Schaefer durchgeführt. 
 
Abbildung 12: Bestimmung des FRET zwischen CFP und YFP 
Je geringer der Abstand der beiden Fluorophore zueinander ist, umso mehr Energie wird durch FRET von CFP auf 
YFP übertragen. Durch den FRET wird die Fluoreszenz des angeregten CFP (Donor) um den der transferierten Energie 
entsprechenden Anteil vermindert. Die vom YFP (Akzeptor) durch das Ausbleichen zerstört (YFP bleach), kann kein 
FRET mehr stattfinden, so dass die CFP-Fluorezenz nicht mehr duch den FRET vermindert wird. Die Zunahme der 
CFP-Fluoreszenz durch Ausbleichen des YFP ist proportional zur FRET-Effizienz, das heißt zum Anteil der (vor dem 
Ausbleichen) durch FRET übertragenen Energie des CFP.  




2.6 Funktionelle Charakterisierung  
2.6.1 Oberflächenbindung 
Hormone binden mit einer hohen Spezifität und Affinität an ihren spezifischen Rezeptor. Um die 
Bindungseigenschaften verschiedener Liganden hinsichtlich eines Rezeptors vergleichen zu 
können, wurde mit Hilfe von Bindungsassays bestimmt, in welchem Umfang sie einen hoch 
affinen radioaktivmarkierten Liganden von der Bindungstelle verdrängen können.  
Für die Oberflächenbindung wurden transient transfizierte COS-7-Zellen nach 48 Stunden 
zunächst mit 500 µl Bindungspuffer gewaschen. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe von 
100 nM bis 50 pM (100 nM, 50 nM, 0,5 nM, 50 pM; Endkonzentration auf den Zellen) des 
Liganden (NDP-α-MSH, α-, β- oder γ-MSH) in Bindungspuffer hergestellt. Jeweils 100 µl jeder 
Verdünnung und des reinen Bindungspuffers (Bestimmung des Maximalwertes) wurde auf jeweils 
zwei Kavitäten pro Ansatz gegeben. Zusätzlich wurden in jede Kavität 100 µl 400 pM 125I-
markierter Ligand in Bindungspuffer gegeben, sodass die Endkonzentration des radioaktiv 
markierten Liganden 200 pM betrug. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. Am darauf 
folgenden Tag wurden die Zellen zweimal mit jeweils 500 µl 4°C kaltem Bindungspuffer 
gewaschen und mit jeweils 500 µl 0,1 M NaOH aufgeschlossen. Die Messung der radioaktiven 
Strahlung des Zelllysates wurde im γ-Counter (1470 WizardTM, PerkinElmer Wallac GmbH, 
Freiburg) für jeweils eine Minute je Probe durchgeführt. Die erhaltenen Werte wurden für die 
Erstellung einer Verdrängungskurve mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism (Firma GraphPad 
Software, Inc; San Diego, USA) herangezogen. 
 
Hormone NDP-α-MSH, α-, β- oder γ-MSH 
Radioaktive Substanzen  125I-NDP- α-MSH, α-, β- und γ-MSH 
(2000 Ci/mmol)  
HANK´s Lösung (Oberflächenbindungspuffer) 
 
 
2.6.2 AlphaScreen-basierter cAMP-Akkumulationsassay 
Transient transfizierte COS-7-Zellen (siehe 2.4.2, Tabelle 7) wurden zunächst mit 
Stimulationspuffer (100 µl/Kavität) mit 1mM IBMX, welches den Abbau des intrazellulären 
cAMP verhindert, für 10 Minuten bei 37°C prä-inkubiert. Für eine Konzentrations-Wirkungskurve 
wurde eine dekadische Verdünnungsreihe von 1000 nM bis 0,1 nM Ligand im selben 




Puffergemisch angesetzt. Pro Kavität wurden dann 100 µl Stimulationsansatz aufgetragen, wobei 
für jede Konzentrationsbedingung ein Dreifachansatz durchgeführt wurde. Zur Bestimmung des 
Basalwertes wurde 1 mM IBMX gelöst in Stimulationpuffer ohne Ligand eingesetzt. Die 
Stimulation erfolgte für 30 Minuten bei 37°C. Anschließend wurden die Zellen in 100 µl/Kavität 
kaltem Lysispuffer aufgenommen und eine Stunde bei 4°C geschüttelt. Das so gewonnene 
Zelllysat wurde für das cAMP-Assay verwendet. 
Zur Darstellung der relativen Veränderung der intrazellulären cAMP-Konzentration, wie sie durch 
Ligandenaktivierung eines Gs- oder Gi-Protein-gekoppelten Rezeptors gegenüber dem Basalwert 
zustande kommt, wurde der AlphaScreen cAMP-Assay Kit von PerkinElmer (Boston, Ma, USA) 
verwendet. Biotinyliertes cAMP wird von Streptavidin-konjugierten-Donorbeads und anti-cAMP-
Antikörper-konjugierten Akzeptorbeads gebunden. Dadurch nähern sich die Beads soweit an, dass 
ein von außen zugeführter Laserimpulses vom angeregten Donor zum Akzeptor weitergeleitet 
wird und ein Signal detektiert werden kann. Steigende Konzentrationen von cAMP in der Probe 
verdrängt das biotinylierte cAMP  vom Akzeptorbead und führen zu einer proportionalen 
Abnahme des Signals (siehe Abb. 13).  
Eine Standardreihe (von 5 µM bis 50 pM) wurde in Lysispuffer mit einer 50 µM cAMP-
Standardlösung von PerkinElmer nach Protokollangaben der Herstellerfirma angefertigt. In einem 
Vorversuch wurde eine geeignete Verdünnung des Zelllysates ermittelt, um in den linearen 
Messbereich des cAMP-Assays zu gelangen. In einer OptiPlate-384-Mikrotiterplatte 
(PerkinElmer, Boston, USA) wurden pro Kavität 5 µl Lysat (bzw. die entsprechende Menge der 
Standardreihe) vorgelegt und jeweils 1 Unite Akzeptorbeads (0,1 µl der Stammlösung mit 10 
Unites/µl) in 10 µl SO-Puffer hinzu pipettiert. Da die Donorbeads einen Photosensitizer enthalten 
und somit lichtempfindlich sind, wurde das Bestücken der OptiPlate-384-Mikrotiterplatte bei 
Grünlicht durchgeführt und die Platten anschließend mit selbstklebender Aluminiumfolie 
(AlumaSealIITM von ROTH, Karlsruhe, Deutschland) lichtgeschützt verschlossen. Nach einer 
Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden 1 Unite Donorbead (0,1 µl 
der Stammlösung mit 10 Unites/µl) und 1 Unite biotinyliertes cAMP (0,0075 µl der Stammlösung 
mit 133 Unites/µl) in 10 µl SO-Puffer/Kavität dazu gegeben. Die Vermessung der Platte erfolgte 
nach einer Stunde mit einem Mithras LB 940 Multimode Plate Reader (Berthold Technologies, 
Bad Wildbad) entsprechend den Angaben des Herstellers (Extinktion bei  680 nm und Emission 
bei 520nm bis 620 nm). Die Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms Graph Pad 
Prism (San Diego, Ca, USA) durchgeführt.  
 





Abbildung 13: Prinzip des AlphaScreen cAMP-Assay Kits 
A: Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch die Bindung eins spezifischen Liganden. Die daraus 
resultierende Konformationsänderung des Membranproteins bewirkt die Aktivierung der heterotrimeren 
stimulatorischen oder inhibitorischen G-Proteine (Gs oder Gi). Das an die α-Untereinheit gebundene GDP (Guanosin-
5´-diphospat) wird gegen GTP (Guanosin-5´-triphospat) ausgetauscht und der Komplex αβγ-GTP dissoziiert. Der 
lösliche α-GTP-Komplex leitet das Signal weiter an Adenylat Cyclasen (AC). Diese Enzym produziert den second 
messenger zyklisches Adenosin-3´-5´-monophosphat (cAMP). Die Aktivität der cAMP-Phosphodiesterase (PED) wird 
durch IBMX gehemmt.   
B: Ein Photosensitizer in den Donorbeads überträgt die Energie eines Laserimpulses (680 nm) auf umgebende 
Sauerstoffmoleküle. Biotinyliertes cAMP wird von Streptavidin-konjugierten Donorbeads und anti-cAMP-Antikörper-
konjugierten Akzeptorbeads gebunden. Dadurch gelangen die Beads in räumliche Nähe, der angeregte Sauerstoff 
reagiert mit dem Akzeptorbead und das entstehende Fluoreszenzsignal (520 – 620 nm) wird detektiert. Das durch 
Zelllyse gewonnene intrazelluläre cAMP verdrängt in einem solchen Ansatz das biotinylierte cAMP von der 
Bindungsstelle (cAMP-Antikörper) am Akzeptorbead und bewirkt so eine Reduktion des Signals.  
 
 
Stimulationspuffer, Lysispuffer, SO- Puffer 
Liganden (Hormone) α, β oder γ-MSH, Ghrelin 
Inhibitoren  PTX, U-73122, W7 
 
 
2.6.3 Bestimmung des intrazellulären Inositolphosphat-Akkumulation (IP-One ELISA) 
Zur Darstellung der Aktivierung der Phospholipase C (PLC) in Abhängigkeit von der Liganden-
vermittelten Stimulation eines Gq-Protein-gekoppelten Rezeptors wurde der IP-One ELISA Kit 
von HTRF®/Bioassays (bezogen über bioassays@cisbiointernational.fr) verwendet. Die 
Durchführung des Assays erfolgte entsprechend den Herstellerangaben und unter Verwendung der 
im Kit enthaltenen Puffer und Antikörper.  




Dieser kompetitive Immunoassay basiert auf dem Nachweiß von D-myo-Inositol 1 Phosphat 
(IP1), einem Abbauprodukt des sekundären Botenstoffs Inositoltriphosphat, welcher in Folge der 
Aktivierung der PLC freigesetzt wird und die Erhöhung der Ca2+-Konzentration im Cytoplasma 
bewirkt. Steigende Konzentrationen von intrazellulärem IP1 in der Probe führen zur Verdrängung 
des HRP-markiertem IP1 vom Anti-IP1-Antikörper und spiegeln sich in einer  proportionale 
Abnahme des detektierten Signals wieder (siehe Abb. 14). Die Detektion erfolgt durch eine 
Peroxidase-katalysierte Farbreaktion. Mit Hilfe einer Standardkurve mit bekannten Mengen des 
IP1 lässt sich die Konkurrenz um die Bindungsstelle des Anti-IP1-Antikörpers quantifizieren.  
 
Abbildung 14: Prinzip des IP-One ELISA zur Bestimmung der intrazellulären Inositolphosphat-Akkumulation 
A: Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch die Bindung eines spezifischen Liganden. Die daraus 
resultierende Konformationsänderung des Membranproteins bewirkt die Aktivierung des Gq-Proteins. Der lösliche α-
GTP-Komplex leitet das Signal weiter an die Phospholipase C (PLC). Diese Enzym produziert den second messenger 
Inositoltriphosphat (IP3), welcher die Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) steuert. 
Lithiumchlorid (LiCl) hemmt den Abbau der Inositolphosphate.  
B: Steigende Konzentrationen von intrazellulärem IP1 in der Probe führen zur Verdrängung des HRP-markiertem IP1 
vom Anti-IP1-Antikörper und spiegeln sich in einer  proportionale Abnahme des detektierten   Signals wieder.  
 
Transient kotransfizierte COS-7-Zellen (siehe 2.4.2, Tabelle 7) wurden mit 1 µM/Kavität  α-, γ-
MSH oder Ghrelin für eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 stimuliert. Zur 
Bestimmung des Basalwertes wurde der Stimulationpuffer, welcher 50 mM Lithiumchloride 
(LiCl) enthielt, um den Abbau der Inositolphosphate (IP) zu verhindern, ohne Ligand eingesetzt. 
Anschließend wurden die Zellen in 30µl (bei einer 96-Kavitäten-Platte) oder 50 µl/Kavität (bei 
einer 24-Kavitäten-Platte) Lysispuffer aufgenommen und erneut für 30 Minuten bei 37 °C im 




Brutschrank inkubiert. Das so gewonnene Zelllysat wurde in eine vom Hersteller mit dem Anti-
Maus-IgG-Antikörper beschichtete ELISA-Platte überführt und zusammen mit einem Anti-IP1-
Antikörper und HRP (Horse-Radish Peroxidase)-markiertem Ip1 für 3 Stunden bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurden nicht gebundene Proteine durch 
sechsmaliges Waschen entfernt und die enzymatische Farbreaktion durch Zugabe des Substrates 
TMB (3, 3´, 5, 5´-Tetramethylbenzidine) gestartet. Nach 20 bis 30 Minuten wurde die Reaktion 
abgestoppt und die Extinktionsmessung bei 450 nm durchgeführt. 
 
 
2.7 Biochemische Methoden 
2.7.1 Bestimmung der Oberflächenexpression durch ELISA 
Die Untersuchung der Oberflächenexpression der einzelnen Rezeptoren wurde auf 
immunologischer Basis (ELISA; Enzyme Linked Immunosorbent Assay) durchgeführt. Hierfür 
wurde  der N-Terminus der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welcher extrazellulär lokalisiert 
ist,  mit einem HA-Epitop markiert und ermöglichte so die spezifische Detektion der in der 
Zellmembran exponierter Proteine (siehe Abb. 15). 
 
Abbildung15: Prinzip des Oberflächen-ELISAs 
Der mit einem HA-Epitop markierte N-Terminus des Rezeptors ist nach dem Einbau in dir Cytoplasmamembran 
extrazellulär lokalisiert, was eine spezifische Detektion an der Zelloberfläche ermöglicht. Als Primäantikörper wird ein 
Biotin-markierter Anti-HA-Antikörper verwendet (grün). Zur Detektion wird Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin 
herangezogen (Sekundärerantikörper, pink). Die Peroxidase (POD) oxidiert ο-Phenyldiamin (Substratlösung), wobei 
ein gelber Farbstoff ensteht, so dass hierüber eine photometrische Qualifizierung der Antikörperhybridisierung 
möglich ist.  
 
Zwei Tage nach der transienten Transfektion (siehe 2.4.2, Tabelle 7) wurden die Zellen zunächst 
zweimal mit je 200 µl/Kavität PBS gewaschen und mit je100 µl/Kavität 4% Formaldehyd in PBS 
für 30 Minuten bei 37°C fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 200 µl/Kavität PBS 




wurden unspezifische Bindungsstellen mit 200 µl/Kavität COS-7-Vollmedium für eine Stunde bei 
37°C blockiert. Für die erste Hybridisierung wurde ein Biotin-gekoppelter Anti-HA-Antikörper in 
COS-7-Vollmedium mit einer Endkonzentration von 1µg/ml verwendet (100 µl/Kavität). Nach 
einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 37°C wurden die Zellen mit 200 µl PBS gewaschen, 
um ungebundene Antikörper zu entfernen, bevor eine zweite Hybridisierung mit Peroxidase-
gekoppeltem Streptavidin in COS-7-Vollmedium mit einer Konzentration von 0,2 µg/mL (100 
µl/Kavität) für eine Stunde bei 37°C angesetzt wurde. Danach wurden die Zellen erneut dreimal 
mit 200 µl/Kavität PBS gewaschen, bevor die Enzymreaktion durch die Zugabe von 150 
µl/Kavität Substratlösung gestartet wurde. Die Oxidation von ο-Phenyldiamin resultiert in einem 
Farbumschlag der Proben von farblos zu gelb. Nach ca. zwei Minuten bei Raumtemperatur wurde 
die Reaktion mit 50 µl/Kavität einer Lösung von 1 M HCl und 0,05 M Na2SO3 gestoppt. Die 
Extinktion wurde bichromatisch bei 492 nm und 620 nm (Referenz) in einem Mikrotiterplatten-
Photometer (Athos Reader 2001; Athos, Krefeld) gemessen. 
 





2.7.2 Bestimmung der Dimerisierungseigenschaften durch ELISA (Sandwich ELISA) 
Zur Darstellung der Dimerisierungseigenschaften zweier G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 
wurden zwei unterschiedliche Antikörper eingesetzt, die spezifisch an unterschiedliche Antigene 
binden. Der erste Antikörper (Coating-Antikörper) bindet an eine feste Phase und ist gegen das 
Flag-Epitop gerichtet (anti-Flag-M2-Antikörper). Ein zweiter Antikörper ist gegen das HA-Epitop 
gerichtet und Biotin-gekoppelt. An dieses Biotin bindet ein Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin-
Konjugat und realisiert eine enzymatische Farbreaktion, worüber eine photometrische 
Quantifizierung der Antikörperhybridisierung möglich ist (siehe Abb. 16).  
Für die transiente Transfektion von COS-7-Zellen wurden jeweils zwei unterschiedlich markierte 
Rezeptoren (N-terminal ein HA-Epitop oder C-terminal ein Flag-Epitop) zu gleichen Anteilen 
eingesetzt (siehe 2.4.2, Tabelle 6). Nach 72 Stunden wurden die Zellen zweimal mit 5 ml kaltem 
PBS gewaschen und mit einem Zellschaber auf Eis in einigen Tropfen PBS geerntet. Im Anschluß 
an einen drei-minütigen Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm und 4°C, wurde das resultierende 
Zellpellet sorgfältig in 2 ml kaltem Aqua dest. resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation 
bei 13.000 rpm wurden nun die Zellmembranen pelletiert. Das entstandene Pellet wurde in 150 µl 




Lysispuffer resuspendiert und zur Freisetzung der Memnbranproteine über Nacht bei 4°C in einem 
Rotationsschüttler inkubiert. Die Proteinsuspension wurde anschließend für 15 Minuten bei 
14.000 rpm und 4°C zentrifugiert um lösliche und unlösliche Zellbestandteile zu trennen. Der 
Überstand wurde mit 200 µl PBS-T versetzt. 
 
Abbildung16: Prinzip des Sandwich-ELISAs. 
Ein am C-Terminus Flag-Epitop-markierter Rezeptor wird an den Coating-Antikörper (anti-Flag-M2-Antikörper, lila) 
gebunden. Im Fall einer Dimerisierung der beiden heterolog exprimierten Rezeptoren bindet ein zweiter Antikörper 
(Biotin-markierter anti-HA-Antikörper, grün) an das HA-Epitop des entsprechend markierten koexprimierten 
Rezeptors. Die Detektion erfolgt über ein Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin-Konjugat (pink). Die Oxidation von ο-
Phenyldiamin führt zu einem sichtbaren Farbumschlag, welcher eine photometrische Quantifizierung der gebildeten 
Dimere ermöglicht.  
 
Die Beschichtung der 96-Kavitäten-Platte mit dem anti-Flag-M2-Antikörper in einer 
Konzentration von 10 µg/ml Beschichtungspuffer (100 µl/Kavität) erfolgte ebenfalls über Nacht. 
Am darauf folgenden Tag wurde die Antikörperlösung entfernt, die Kavitäten zunächst einmal mit 
jeweils 200 µl COS-7-Vollmedium gewaschen und dann mit dem selben Volumen Vollmedium für 
eine Stunde bei 37°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen vor den Hybridisierungen zu 
blockieren. Dann wurden die Kavitäten dreimal mit jeweils 200 µl PBS-T gewaschen und mit der 
Proteinsuspension (100 µl/Kavität Suspension in Dreifachbestimmung) für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Ungebundene Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS-T 
entfernt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit einem Biotin-markierten anti-HA-Antikörper in 
einer Konzentration von 1 µg/ml PBS-T (100 µl/Kavität) für zwei Stunden bei Raumtemperatur. 
Nach viermaligem Waschen mit jeweils 200 µl PBS-T/Kavität wurde mit dem POD-markierten 
Streptavidin-Konjugat in einer Konzentration von 0,2 µg/ml PBS-T (100 µl/Kavität) für eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Platte viermal mit 200 µl PBS-
T/Kavität gewaschen und die enzymatische Farbreaktion durchgeführt. Dazu wurden 150 µl 
Substratlösung/Kavität zugegeben. Nach drei Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von  




50 µl Stopplösung/Kavität (1 M HCl mit 0,05 M Na2SO3) abgestoppt. Die Extinktionsmessung 
wurde wie unter 3.5.1 beschrieben durchgeführt. 
 
Antikörper Anti-Hämagglutinin (HA)-Biotin-Konjugat, Anti-
Flag-M2-Antikörper, Streptavidin-Peroxidase (POD)-
Konjugat 









3.1 Homo- und Heterodimerisierung von hypothalamischen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren können Homo- und Heterodimere sowie Oligomere bilden 
(Bouvier, 2001; George et al., 2002). Um die Assemblierung von unterschiedlichen in die 
hypothalamische Appetitregulation involvierten Rezeptoren verfolgen zu können, wurden 
Fusionsproteine mit den cyanen und gelben Farbvarianten des GFP (green fluorescence protein) 
sowie dem HA- und Flag-Epitop generiert. Die Interaktionsfähigkeit zwischen den Rezeptoren 
wurde über die Darstellung der subzellulären Lokalisation kotransfizierter fluoreszierender 
Rezeptor-Fusionsproteine (Kolokalisation), FRET und Sandwich ELISA bestimmt. Weiterhin 
wurde mittels trunkierter MC4R-Konstrukte, dem Einsatz von DTT zur Detektion von möglichen 
Cystein-Brücken innerhalb von Homo- und Heterodimeren sowie MC3R- und GHSR-Mutanten 
untersucht, welche strukturellen Determinanten zur Dimerbildung beitragen. Als mögliche 
Funktionen der Dimerisierung werden die: 
(1) Faltung und Transport vom endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran  
(2) Ligandenbindung  
(3) G-Protein-Spezifität 
(4) Signaltransduktion  
diskutiert (nach Terrillon und Bouvier, 2004; Jacoby et al., 2006; siehe auch Einleitung 1.2.3, 
Abb. 6). 
 
3.1.1 Subzelluläre Lokalisation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der 
Appetitregulation 
Zunächst wurde mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie die Expression und subzelluläre 
Lokalisation der einzelnen fluoreszierenden Rezeptor-Fusionsproteine in HEK293-Zellen 
bestimmt (siehe Abb. 17). Hier war zu erkennen, dass bei MC3R, GHSR, µ-OPR, MC4R, 5HTR1B 
und CB1R noch ein erheblicher Anteil des Proteins im endoplasmatischen Retikulum vorlag, 
jedoch auch eine Färbung der Plasmamembran zu erkennen. Im Gegensatz dazu zeigt NPY2R 
eine vorwiegende in der Plasmamembran vorliegende homogene Verteilung. GPR7 lag 






Abbildung 17: Expression und Lokalisation von unterschiedlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der 
Appetitregulation in HEK293-Zellen 
Die Rezeptoren wurden C-terminal mit YFP fusioniert und transient in HEK293-Zellen zur Expression gebracht. Die 
Lokalisation der fluoreszierenden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurde 20-26 h nach der Transfektion mit einem 
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bestimmt. Dargestellt sind jeweils repräsentative Expressionsmuster der 
unterschiedlichen YFP-markierten Rezeptoren aus 1-2 unabhängigen Transfektionen.  
 
3.1.1.1 Untersuchung der Oberflächenexpression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
der Appetitregulation 
Mit Hilfe des Oberflächen-ELISAs wurde spezifisch die Oberflächenexpression von heterolog 
exprimierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in COS-7-Zellen bestimmt. Für die transiente 
Transfektion der Säugerzelllinie wurden N-terminal HA-Epitopmarkierte Konstrukte verwendet 
(Material & Methoden, 2.4.2). In der Abbildung 18 sind die Ergebnisse der Einzelexpression im 
prozentualen Verhältnis der optischen Dichte zu der des rM3R (Ratten-muscarine Rezeptor 3) 
dargestellt, der hier als Positivkontrolle für eine optimale Oberflächenexpression herangezogen 
wurde. Alle untersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind in unterschiedlichem Umfang 
an der Zelloberfläche exprimiert. Im Vergleich zur Positivkontrolle rM3R konnte für NPY2R, 
GHSR und 5HTR1B eine 3 bis 4 fache Reduktion der Zelloberflächenexpression bestimmt werden. 
MC3R, µ-OPR, MC4R und CB1R sind überwiegend in der Plasmamembran lokalisiert. Die 
deutlich reduzierte Oberflächenexpression des GPR7 bestätigt die, anhand der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie beobachtete intrazelluläre Verteilung dieses G-Protein-gekoppelten 






Abbildung 18: Oberflächenexpression von unterschiedlichen in die Appetitregulation involvierten G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren in COS-7-Zellen.  
COS-7-Zellen wurden mit N-terminal HA-markierten Konstrukten transient transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen 
mit Hilfe von Formaldehyd fixiert und der extrazelluläre Hämagglutinin-Tag immunochemisch quantifiziert. Die 
Ergebnisse von vier bis sechs unabhängigen Experimenten (pro Ansatz Hexplikaten) sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen (SD) angegeben und wurden in Zusammenarbeit mit Patrick Tarnow (Doktorand unserer 
Arbeitsgruppe) erstellt. Zur Darstellung der signifikanten Unterschiede zum rM3R (Positivkontrolle) wurde One-Way 
ANOVA mit anschließendem Dunnett-Test durchgeführt (p< 0,01 *). 
 
3.1.2 Subzelluläre Lokalisation von koexprimierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
der hypothalamischen Appetitregulation 
Die Ausbildung von Heterodimeren setzt eine Kolokalisation der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren in der Plasmamembran vor raus. Die Proteinfaltung sowie der Transport vom 
endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran kann möglicherweise auch durch einen 
anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptor beeinflusst werden. Daher wurden die verschiedenen in 
die Appetitregulation involvierten Rezeptoren als CFP- bzw. YFP-Fusionsproteine in HEK293-
Zellen koexprimiert und die Proteinverteilungsmuster der verschiedenen Rezeptor-Paare 
bestimmt. 
Die GPCRs wurden aufgrund ihrer Kolokalisation entweder mit dem MC3R im Nucleus arcuatus 
(ARC, Farbcode: orange, Abb. 19A) oder dem MC4R im Nucleus paraventricularis (PVN, 
Farbcode: blau, Abb. 19B) des Hypothalamus mit MC3R oder MC4R koexprimiert (siehe 






Abbildung 19: Subzelluläre Lokalisation koexprimierter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren der 
Appetitregulation 
Unterschiedliche G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurden in Abhängigkeit von ihrer in vivo Kolokalisation mit 
MC3R oder MC4R im Hypothalamus in HEK293-Zellen kotransfiziert. (A) Nucleus arcuatus (Arc, orange). (B) 
Nucleus paraventricularis (PVN, blau). Jeweils ein CFP- und ein YFP-markierter Rezeptor wurden transient in 
HEK293-Zellen koexprimiert und deren Verteilung in derselben Zelle mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie 
aufgezeichnet. Die Bilder sind repräsentativ für je zwei unabhängige Transfektionen. 
 
Ein weitgehend übereinstimmendes Verteilungsmuster der jeweils kotransfizierten Rezeptoren in 
der Plasmamembran und im endoplasmatischen Retikulum zeigte sich bei den Koexpressionen 
MC3R+MC3R und MC4R+MC4R (Homodimere), GHSR+MC3R, µ-OPR+MC3R und 
5HTR1B+MC4R (Abb. 19). Wobei für die letzte Kombinatorik eine Cluster-artige Anordung der 
Rezeptoren innerhalb der Zelle zu erkennen war. Eine Kolokalisation war auch bei der 
Kombinatorik NPY2R+MC3R zuerkennen, wobei zu beachten ist, dass NPY2R bei alleiniger 
Expression vorwiegend in der Plasmamembran vorlag (Abb. 17). Die Kotransfektion von GPR7 
mit MC4R resultierte in einer Veränderung des intrazellulären Verteilungsmusters des einzeln 
exprimierten GPR7 (Abb. 17). Für beide Rezeptoren war eine übereinstimmende Lokalisation 






3.1.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) zwischen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren der hypothalamischen Appetitregulation 
Zum Nachweis einer direkten Interaktion zwischen unterschiedlichen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren wurden FRET-Analysen durchgeführt. Die CFP-fusionierten Rezeptoren wurden 
entweder mit dem YFP-markierten MC3-oder MC4-Rezeptor in HEK293-Zellen transient 
koexprimiert. Um die Wahrscheinlichkeit für die Ausbildung reiner CFP-markierter 
Rezeptorkomplexe gering zu halten, wurde darauf geachtet, dass das molare Verhältnis 
(YFP:CFP) im Bereich von 2:1 bis 4:1 lag. Nach 24 Stunden wurde die FRET-Effizienz durch die 
Bestimmung der Intensitätszunahme des Donorfluorochroms während des Ausbleichens des 
Akzeptors (YFP-Fluorophor) ermittelt. Als Zeichen einer intakten Dimerisierung wurde eine 
FRET-Effizienzen zwischen 8-25 % festgesetzt (Abb. 20). 
Die Homodimerisierung von MC3R als auch von MC4R, die bereits von Mandrika und 
Mitarbeitern (2004) für MC3R und von Biebermann und Mitarbeitern (2003) sowie Nickolls und 
Mitarbeitern (2006) für MC4R beschrieben wurde, konnte bestätigt werden. In beiden Fällen 
wurde ein signifikanter FRET mit einer Effizienz von 15,2 % ± 1,3 % bzw. 17,3 % ± 2,4 % 
ermittelt. Diese Werte wurden zum Vergleich der verschiedenen Koexpressionspaare 
herangezogen. Bei Koexpressionen des YFP-markierten MC3-oder MC4-Rezeptors mit CB1R-
CFP wurden die niedrigsten FRET-Signale (5,1 % ± 2,3 % bzw. 5,9 % ± 1,2 %) erreicht. Da diese 
Werte unter der gesetzten Grenze für eine intakte Dimersierung liegt, kann hier auf das 
Ausbleiben einer Interaktion zwischen den Rezeptoren geschlossen werden. Somit wurde diese 
Koexpression als Negativkontrolle angesehen.   
Die hohe FRET-Effizienz von 16,1 % ± 0,9 % zwischen MC3R-YFP und GHSR-CFP legt 
hingegen die Vermutung einer Heterodimerisierung der beiden in die Appetitregulation 
involvierten Rezeptoren nahe. Dieser Wert ist vergleichbar mit dem FRET-Signal des MC3R-
Homodimers. Die für die Expressionskombinationen NPY2R-CFP und MC3R-YFP sowie für µ-
OPR-CFP und MC3R-YFP nachgewiesenen FRET-Effizienzen fielen deutlich schwächer aus (8,3 
% ± 1,4 % und 9,7 % ± 3,0 %).  
MC4R-YFP erreichte nur nach der Kotransfektion mit GPR7-CFP eine signifikante FRET-
Effizienz von 19,6 % ± 2,6 %, die sogar leicht über dem FRET-Signal des MC4R-Homodimers 
lag. Diese Befunde weisen auf eine Interaktion zwischen diesen beiden G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren der hypothalamischen Appetitregulation hin. Im Gegensatz dazu lässt die niedrige 
FRET-Effizienz von 9,3 % ± 0,3 % eine eher schwache Interaktionsfähigkeit zwischen MC4R-






Abbildung 20: FRET-Bestimmung zwischen MC3R oder MC4R und verschiedenen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren der Appetitregulation 
HEK293-Zellen wurden transient mit Expressionsplasmiden kotransfiziert, die für den YFP-fusionierten MC3R oder 
MC4R und unterschiedliche CFP-markierte Rezeptoren kodieren. Die FRET-Effizienz wurde über das Akzeptor-
Bleichverfahren bestimmt (siehe Material & Methoden 2.5.2.1). Mit ungefülleten Balken sind die FRET-Effizienzen 
bei Koexpression gleicher G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (MC3R/MC3R bzw. MC4R/MC4R) gekennzeichnet. Die 
gefüllten Balken zeigen die FRET-Effizienz für die Koexpression von unterschiedlichen in die Appetitregulation 
involvierten Rezeptoren mit entweder MC3R oder MC4R. Die Negativkontrolle (CB1R) ist in beiden Diagrammen 
beige koloriert. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen (SD) von jeweils 3 unabhängigen Experimenten. 
 
3.1.4 Sandwich ELISA  
Um aufzuklären, ob bei den Kombinatoriken mit niedrigen FRET-Effizienzen tatsächlich keine 
direkten Interaktionen zwischen den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vorlag, oder ob nur die 
sterischen bzw. räumlichen Bedingungen zwischen den Fluorochromen für die Ausbildung von 
FRET nicht optimal waren, wurde eine zweite biochemische Methode genutzt, um die 
Dimerisierungseigenschaften der Rezeptorpaare nochmals zu überprüfen. Für den Sandwich 
ELISA wurden COS-7-Zellen transient mit ausgesuchten N-terminal HA-Epitop-markierten 
Appetitrezeptoren und dem C-terminal Flag-Epitop-markierten MC3R oder MC4R kotransfiziert. 
Nach Membranpräparation und Solubilisierung wurden zunächst die Rezeptor-Komplexe mit 
einem Anti-Flag-Antikörper immobilisiert. Die Heterodimere wurden dann über  das HA-Epitop 
nachgewiesen (siehe Material & Methoden 2.7.2). 
Die Kotransfektion von CB1R-HA mit MC3R-Flag bzw. MC4R-Flag führte verglichen mit den 
Homodimeren (MC3R-HA und MC3R-Flag sowie MC4R-HA und MC4R-Flag) nicht zu einem 
Anstieg der optischen Dichte (Abb. 21). Diese Daten zeigen in guter Übereinstimmung mit den 







Abbildung 21: Rezeptordimerisierung der unterschiedlichen HA-Epitop-markierten G-Protein-gekoppelten 
Appetitrezeptoren und dem Flag-Epitop-markierten MC3R oder MC4R 
Die Bestimmung erfolgte mittels ELISA (siehe Material & Methoden 2.7.2), die dargestellten Werte wurden aus drei 
unabhängigen Experimenten ermittelt. Transient transfizierte COS-7-Zellen wurden über Nacht aufgeschlossen und in 
Flag-Antikörper-beschichteten Mikrotiterplatten inkubiert. Im Fall einer Rezeptordimerisierung konnte das N-
terminale HA-Epitop detektiert werden. Die Determination des N-terminalen HA-Epitops erfolgte durch eine Zunahme 
der optischen Dichte. Die Werte sind im prozentualen Verhältnis der optischen Dichte zu der des einzeln exprimierten 
MC3R bzw. MC4R mit C-terminaler Flag-Epitop-Markierung. Ergebnisse der Koexpressionen gleicher G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren sind durch ungefüllte Balken markiert, im Gegensatz zu den gefüllten Balken der 
Kombinatoriken mit unterschiedlichen GPCRs.  
 
Die ermittelten Werte für die Koexpression von GHSR-HA, NPY2R-HA oder µ-OPR-HA mit 
MC3R-Flag legen in allen drei Fällen eine Interaktion der Rezeptoren nahe (Abb. 21). Dabei ist 
zu beachten, dass die optische Dichte deutlich über der des entsprechenden MC3R-Homodimers 
lag. Die aufgrund der bereits dargestellten FRET-Untersuchungen vermutete heteromere 
Interaktion zwischen den beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren GHSR und MC3R konnte 
bestätigt werde. Hinsichtlich der beiden anderen Kandidaten NPY2R und µ-OPR konnte zu 
diesem Zeitpunkt der Untersuchungen keine eindeutige Aussage hinsichtlich der Formation von 
Heterodimeren getroffen werden, da die Ergebnisse der beiden durchgeführten Methoden 
gegensätzlich sind. 
Weiterhin wurde für die Kombinatorik GPR7 und MC4R eine Interaktion an Hand der 
signifikanten FRET-Effizienz angenommen. Diese Heterodimerisierung konnte nun durch die 
signifikante optische Dichte des immunologischen Assays bestätigt werden (Abb. 21). Im Fall von 
5HTR1B-HA lag die optische Dichte unter der des MC4R-Homodimers und unter der des 






Zusammenfassend konnte durch den Einsatz von zwei unterschiedlichen Methoden sowohl für 
den MC3R als auch für den MC4R jeweils einen Interaktionsparter bestätigt werden. Für die 
Appetitrezeptoren GHSR/MC3R sowie für GPR7/MC4R konnte sowohl ein übereinstimmendes 
Verteilungsmuster als auch signifikante FRET-Effizienz in HEK293-Zellen gezeigt werden. In 
einem weiteren Säugerzellsystem (COS-7-Zellen) gelang mit Hilfe des Sandwich ELISA der 
Nachweis der entsprechenden Heterodimere. 
Im Fall von NPY2R/MC3R und µ-OPR/MC3R konnte ebenfalls mittels ELISA die Formation 
eines Dimers gezeigt werden. Wohin gegen die niedrigen Werte der FRET-Untersuchungen nur 
auf eine Interaktion mit schwacher Affinität schließen lassen. Ebenso verhält es sich mit der 
Kombinatorik 5HTR1B und MC4R.  
Im weiteren Verlauf der hier dargelegten Arbeit steht die funktionelle Charakterisierung von 
MC3R und seinen Interaktionspartnern im Mittelpunkt. 
 
3.1.5 Mechanismen der Dimerisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren   
Die molekularen Mechanismen der Dimerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind 
bislang nur teilweise aufgeklärt. Allgemein geht man von zwei Möglichkeiten der Interaktion aus: 
Disulfidbrücken zwischen zwei Cystein-Resten oder Interaktionen von Transmembrandomänen.   
3.1.5.1 Disulfidbrücken  
Da Disulfidbrücken möglicherweise eine wichtige Rolle bei der Formation von Dimeren spielen, 
wurde für verschiedene Homo- als auch Heterodimere die FRET-Effizienz unter reduzierenden 
Bedingungen ermittelt. Dafür wurden transient kotransfizierte HEK293-Zellen vor der 
Bestimmung der Intensitätszunahme des Donorfluorochroms (CFP) während des Ausbleichens 
des Akzeptors (YFP-Fluorophor) für 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 10 mM DTT inkubiert 






Abbildung 22: Effekt von DTT auf die FRET-Effizenz verschiedener Homo- und Heterodimerkombinatoriken 
in HEK293-Zellen  
Die FRET-Effizienz von transient kotransfizierte HEK293-Zellen wurde über das Akzeptor-Bleichverfahren (Material 
& Methoden 2.5.2.1) in drei unabhängigen Experimenten bestimmt. Um den Einfluß von Disulfidbrücken zwischen 
Cystein-Resten auf die Dimerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu untersuchen, wurde FRET in 
Abwesenheit und in Gegenwart von 10 mM DTT ermittelt. Mit ungefüllten Balken sind die FRET-Effizienzen bei 
Koexpression gleicher Rezeptoren (Homodimere: MC3R+MC3R orange, MC4R+MC4R blau und GHSR+GHSR 
grün) gekennzeichnet. Die gefüllten Balken zeigen die FRET-Effizienzen bei Koexpression von unterschiedlichen G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (Heterodimere: GHSR+MC3R rot und GHSR+MC4R petrol). Die nach der 
Inkubation (10 Minuten bei Raumtemperatur) 10 mM DTT gemessenen Daten sind durch gestreifte Balken 
hervorgehoben. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD.     
 
Die FRET-Effizienz der bereits unter 3.1.3 beschriebenen Homodimere der beiden Melanocortin-
Rezeptoren MC3R und MC4R lag mit 15,2 % ± 0,9 % und 17,3 % ± 1,9 % deutlich über der des 
GHSR, welche 11,4 % ± 1,1 % betrug (Abb. 22). Die Inkubation mit DTT bewirkte keine 
signifikante Veränderung dieser FRET-Signale. Lediglich eine schwache Reduktion der FRET-
Effizienz des MC3R Homodimers konnte ermittelt werden.  
Die deutlichen Unterschiede in den gemessenen FRET-Effizienzen für die Koexpressionsansätze 
GHSR+MC3R (16,1 % ± 0,7 %) und GHSR+MC4R (9,9 % ± 2,2 %) lassen vermuten, dass trotz 
der engen Verwandtschaft der beiden Melanocortin-Rezeptoren unterschiedliche Mechanismen 
bei der Interaktion mit GHSR eine Rolle spielen. Diese Vermutung wird u.a. dadurch bestätigt, 
dass nach der Inkubation mit DTT für HEK293-Zellen, welche GHSR und MC3R koexprimierten 
eine leichte Reduktion und im Falle der Koexpression von GHSR mit MC4R ein Anstieg der 
gemessenen FRET-Signale bestimmt werden konnte. Die Differenz betrug in beiden Fällen 2,7 % 





3.1.5.2 Interaktion C-terminal trunkierter MC4R-Konstrukte (FRET)  
Für die möglichen Interaktionen der Transmembrandomänen der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren im Zuge einer Dimerisierung werden. Derzeit zwei Modelle angenommen. Beim 
Modell der Kontakt-Dimere interagieren die Transmembrandomänen unter Aufrechterhaltung der 
Transmembranstruktur. Im zweiten Modell, dem Modell des Domänen-übergreifenden Dimers 
geht man vom Austausch einzelner Transmembrandomänen zwischen den Dimerisierungspartnern 
aus. Darüber hinaus stellt sich die Frage, ob einzelne Transmembrandomänen stärker in den 
Dimerisierungsprozess involviert sind als andere. Deshalb wurde mit Hilfe der FRET-Analyse die 
Interaktion von trunkierten und CFP- oder YFP-fusionierten MC4R-Konstrukte (Abb. 23B) mit 
dem ungekürzten MC4R in HEK293-Zellen bestimmt (siehe Material & Methoden 2.3.1.2 (b)). 
 
Abbildung 23: Assemblierungsfähigkeit C-terminal trunkierter MC4R-Konstrukte 
A: Subzelluläre Lokalisation der C-terminal trunkierten und mit YFP fusionierten MC4R-Konstrukte in HEK293-
Zellen. B: Schematische Darstellung der mittels PCR generierten und C-terminal verkürzten MC4R-Konstrukte. C: 
HEK293-Zellen wurden transient mit Expressionsplasmiden kotransfiziert, die für CFP- oder YFP-markierte 
Rezeptorkonstrukte kodieren. Die Bestimmung der FRET-Effizienz erfolgte wie bei Abb. 22 beschrieben nach dem 
Akzeptor-Bleichverfahren. Zur besseren Vergleichbarkeit ist die FRET-Effizienz bei Koexpression gleicher Konstrukte 
bzw. des MC4R Homodimere als ungefüllter Balken dargestellt. Die gefüllten Balken zeigen die FRET-Effizienz bei 
Koexpression von unterschiedlichen trunkierten Rezeptor-Konstrukten mit Wildtyp-MC4R oder einem anderen 
trunkierten MC4R-Konstrukt. Die Negativkontrolle (CB1R+MC4R) ist beige koloriert. Dargestellt sind Mittelwerte ± 






Es konnte beobachtet werden, dass mit zunehmender Anzahl der Transmembrandomänen der 
koexprimierten Rezeptor-Konstrukte auch die FRET-Effizienz anstieg (Abb. 23C). Dabei wurden 
Werte von 10-18 % gemessen, die auf eine stabile Dimerisierungen schließen lassen. Allerdings 
konnte weder für das MC4R TM5- noch für das MC4R TM3-Konstrukt eine membranständige 
Lokalisation mittels Laser-Scanning-Mikrokopie ermittelt werden (Abb. 23A).  
 
 
3.2 Funktionelle Charakterisierung der Interaktionen des MC3R  
Für die funktionellen Analysen wurden COS-7-Zellen jeweils mit zwei unterschiedlichen G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren im Verhältnis 1:1 transient kotransfiziert. Um vergleichbare 
Koexpressionbedingungen zu gewährleisten, wurde für die funktionelle Charakterisierung des 
MC3R Homodimers eine Koexpression mit rM3R (Ratten-muscarine Rezeptor 3) angesetzt. 
Dieser Rezeptor bildet nachweislich kein Heterodimer mit dem MC4R (Biebermann et al., 2003). 
Unveröffentlichte Studien dieser Arbeitsgruppe haben zudem gezeigt, dass der MC3R ebenfalls 
nicht mit rM3R dimerisiert. Der Ratten-muscarine Rezeptor 3 gehört aber ebenfalls zur Familie 
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und signalisiert über einen Gq-Protein-abhängigen 
Signaltransduktionsweg. 
 
Abbildung 24: Illustration der möglichen Dimerformationen innerhalb eines Kotransfektionsansatzes 
 
Es sollte beachtet werden, dass es in Abhängigkeit der Affinitäten der beiden exprimierten 
Rezeptoren (R1 und R2) neben der möglichen Formation von Heterodimeren (R1+R2) auch zur 
Ausbildung von Homodimeren (R1+R1, R2+R2) kommen kann. In einem Transfektionsansatz 






3.2.1 cAMP-Akkumulation  
Zur funktionellen Charakterisierung des Heterodimers GHSR/MC3R sowie der Interaktion von 
NPY2R bzw. µ-OPR mit MC3R wurde der basale und nach der Stimulation mit den natürlichen 
Agonisten von MC3R (α-, β- und γ-MSH) induzierte intrazelluläre cAMP-Spiegel gemessen 
werden (Material & Methoden 2.6.2, Abb. 13). Die C-terminal markierten Fusionsplasmide 
wurden dafür modifiziert und das YFP-Epitop durch einen Flag-Tag ersetzt (Material & Methoden 
2.3.1.2 (a)). Zwei Tag nach der transienten Kotransfektion von COS-7-Zellen wurde der cAMP-
Assay durchgeführt, wobei pro Ansatz eine Dreifachbestimmung vorgenommen wurde. Insgesamt 
wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt. Für die funktionelle Charakterisierung des 
MC3R Homodimers wurde eine Koexpression mit rM3R (Ratten-muscarine Rezeptor 3) 
angesetzt. Dieser G-Protein-gekoppelter Rezeptor bildet keine Heterodimere mit MC3R 
(unveröffentlichte Ergebnisse vom Institut für Experimentelle Pädiatrische Endokrinologie, 
Virchow-Klinikum Berlin, AG Biebermann) und fungiert somit als Negativkontrolle für die hier 
untersuchten Koexpressionen.  
 
Abbildung 25: Funktionelle Charakterisierung der Koexpression des MC3R und dem GHSR, NPY2R oder µ-
OPR   
COS-7-Zellen wurden für den cAMP-Assay transient transfiziert (Material & Methoden 2.6.2). Dargestellt sind die 
basale (ungefüllte Balken) und nach der Stimulation mit 1µM alpha-, beta- oder gamma-MSH (gefüllte Balken) 
induzierte cAMP-Akkumulation für die Koexpression GHSR+MC3R (rot), NPY2R+MC3R (türkis) und µ-
OPR+MC3R (lila). Um vergleichbare Expressionsbedingungen zu gewährleisten wurde MC3R zusammen mit rM3R 
ebenfalls im Verhältnis 1:1 transfiziert (orange). Unveröffentlichte Studien des Instituts für Experimentelle 
Pädiatrische Endokrinologie, Virchow-Klinikum Berlin, haben gezeigt, dass der MC3R nicht mit dem Ratten-
muscarine Rezeptor 3 (rM3R) interagiert und daher als Negativkontrolle für Heterodimerisierungsstudien 
herangezogen werden kann. Die Ergebnisse von jeweils drei unabhängigen Experimenten (pro Ansatz Triplikate) des 
cAMP-Assays sind als Mittelwerte ± SD angegeben. Der t-Test nach Student wurde zur Darstellung der signifikanten 





Generell waren zwei Tendenzen bei der funktionellen Charakterisierung der Koexpressionen zu 
erkennen (Abb. 25). Die Stimulation des Heterodimers GHSR/MC3R sowohl mit  α-, als auch mit 
β- und γ-MSH führte zu einem deutlichen Anstieg (bis zu 70 %, siehe auch Tabelle 1) des 
intrazellulären cAMP-Spiegels im Vergleich zur Koexpression rM3R+MC3R. Die maximale 
cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit jeweils 1 µM Agonist war in Zellen, welche NPY2R 
und MC3R bzw. µ-OPR und MC3R koexprimierten, hingegen um 40 bis zu 60 % reduziert. 
Darüber hinaus konnte eine Reduktion der basalen cAMP-Spiegel von COS-7-Zellen ermittelt 
werden, die entweder NPY2R und MC3R oder µ-OPR und MC3R koexprimierten. 
Zur Bestimmung der Agonisten-Konzentration, die zu einer halbmaximalen cAMP-Akkumulation 
(EC50-Wert) führt, wurde von allen Koexpressionspaaren Konzentrations-Wirkungskurven mit α-, 
β- und γ-MSH aufgenommen (siehe Material & Methoden 2.6.2). Die Bestimmung der EC50-
Werte und die graphische Darstellung erfolgte durch das Computerprogramm Graph Pad Prism 
(Abb. 26 und Tabelle 8). 
 
Abbildung 26: cAMP-Akkumulation der in COS-7-Zellen koexprimierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
mit MC3R nach der Stimulation mit verschiedenen Konzentration der Agonisten alpha- (A), beta- (B) und 
gamma-MSH (C) 
Die cAMP-Akkumulationsassays wurden an COS-7-Zellen durchgeführt, die mit rM3R+MC3R (orange), 
GHSR+MC3R (rot), NPY2R+MC3R (türkis) oder µ-OPR+MC3R (lila) transient kotransfiziert wurden. Die Zellen 
wurden mit steigenden Konzentrationen α-, β- oder γ-MSH inkubiert und nach 30 Minuten der jeweils induzierte 
cAMP-Spiegel bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von drei unabhängigen Experimenten, welche in 
Triplikaten durchgeführt wurden.  
 
Die Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungskurven der einzelnen Koexpressionspaare (Abb. 26) 
wurden in der Tabelle 8 zusammengefasst. Für die Koexpression von MC3R mit GHSR konnte im 
Vergleich zur Kombination rM3R+MC3R nach der Stimulation mit steigenden α-, β- und γ-MSH-
Konzentrationen eine deutliche Erhöhung der cAMP-Produktion ermittelt werden. Der Vergleich 





Agonisten β-MSH das GHSR/MC3R Heterodimer die zweifache Ligandenkonzentration 
benötigte um halbmaximale cAMP-Spiegel anzureichern. Hinsichtlich der Konzentrationen der 
beiden anderen eingesetzten Agonisten, die zu einer halbmaximalen cAMP-Akkumulation führen, 
konnten keine erheblichen Unterschiede festgestellt werden.  Die Koexpression sowohl von 
NPY2R als auch von µ-OPR mit MC3R ergab jeweils eine reduzierte maximale Stimulation im 
Vergleich zur Kotransfektion von MC3R mit rM3R. Die EC50-Werte für die Kotransfektionen 
NPY2R+MC3R und µ-OPR+MC3R zeigen im Vergleich zur Kombinatorik rM3R+MC3R 
hinsichtlich der Agonisten β- und γ-MSH ebenfalls eine deutliche Verschiebung zu höheren 
Liganden-Konzentrationen. 
 
Tabelle 8: Ergebnisse der Bestimmung der cAMP-Akkumulation für Koexpressionen verschiedener G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren der hypothalamischen Appetitregulation mit MC3R in COS-7-Zellen  
  rM3R+MC3R GHSR+MC3R NPY2R+MC3R µ-OPR+MC3R 




100 171,7 62,11 80,11 
 EC50 (nM) 3,0 1,7 3,8 2,9 




100 169,6 42,27 72,47 
 EC50 (nM) 3,2 7,2 11,9 9,8 




100 129,16 35,83 37,86 






Aus diesen Resultaten konnte geschlossen werden, das die Stimulation des MC3R innerhalb der 
verschiedenen Kombinatoriken die charakteristische Signaltransduktion dieses G-Protein-
gekoppelten Rezeptors, die Aktivierung der Adenylat-Cyclase und die Freisetzung des second 
messenger cAMP (3´, 5´-cyclo-Adenosin-monophosphat), bewirkt. Die Unterschiede in den 
daraus resultierenden intrazellulären cAMP-Spiegeln lassen eine Interaktion zwischen dem 
aktivierten MC3R und dem jeweils koexprimierten Rezeptor vermuten, welche einen Einfluß auf 
die MC3R-abhängige cAMP-Akkumulation hat. 
 
In den weiteren Studien wurde zunächst vorrangig die Interaktion des GHSR/MC3R 
Heterodimers funktionell untersucht.  
 
 
3.3 GHSR/MC3R Heterodimer  
3.3.1 Bestimmung der intrazellulären Inositolphosphat (IP)-Akkumulation 
Die Bindung des Peptidhormons Ghrelin an den GHSR iniziiert die Interaktion mit einem Gq/11-
Protein, dessen Aktivierung einen Phospholipase-C-vermittelten (PLC) Signalweg anschaltet. Die 
anschließende Signaltransduktion führt sowohl über einem erhöhten Umsatz von 
Inositoltriphosphat als auch über eine Proteinkinase-C-Aktivierung zur letztendlichen Freisetzung 
von Ca2+ aus intrazellulären Speichern der Zelle. Um die Funktionalität des heterolog 
exprimierten GHSR zu überprüfen wurde ein IP-Akkumulationsassay (Material & Methoden 






Abbildung 27: IP-Akkumulation der Homodimere MC3R und GHSR sowie des GHSR/MC3R Heterodimers  
COS-7-Zellen wurden für den IP-Assay transient transfiziert (Material & Methoden 2.6.3). Dargestellt sind die basale 
(gelb unterlegt) und nach der Stimulation mit 1µM alpha-, gamma-MSH oder Ghrelin induzierte cAMP-Akkumulation 
für die Koexpression GHSR+MC3R (rot). Darüber hinaus wurde die Funktionalität des heterolog exprimierten GHSR 
(grün) überprüft. Ebenfalls wurde das MC3R Homodimer (orange) hinsichtlich der IP-Akkumulation in Abhängigkeit 
von unterschiedlichen Liganden untersucht. Die Ergebnisse von einem repräsentativen Experiment (pro Ansatz 
Duplikate) sind als Mittelwerte ± SD angegeben und wurden in Zusammenarbeit mit Claudia Stäubert, vom Institut für 
Biochemie an der Universität Leipzig erstellt.  
 
Die für den GHSR als auch für das GHSR/MC3R Heterodimer gemessenen erhöhten basalen IP-
Akkumulationen ließen auf eine konstitutive Aktivierung des Rezeptors in Abwesenheit des 
Liganden schließen, wie sie bereits von Schwartz und Mitarbeitern 2003 beschrieben wurde. Eine 
signifikante Erhöhung des IP-Spiegels konnte nur für COS-7-Zellen ermittelt werden, die 
entweder den GHSR allein oder das GHSR/MC3R Heterodimer exprimierten und vor der 
Durchführung des IP-Assay für eine Stunde mit 1 µM Ghrelin, dem endogenen Agonisten des 
GHSR, stimuliert wurden (Abb. 27).  
 
3.3.2 cAMP-Stimulation nach Kostimulation des Heterodimers 
Nach den bisherigen Daten, die eine Interaktion zwischen dem aktivierten MC3R und dem nicht 
aktivierten GHSR innerhalb des Heterodimers zeigen (siehe Abb. 25 und 26), stellte sich die 
Frage, ob die zusätzliche Stimulation des GHSR auf den cAMP-abhängigen 






Abbildung 28: Bestimmung der cAMP-Akkumulation in Abhängigkeit von unterschiedlicher Liganden 
COS-7-Zellen wurden mit rM3R+MC3R (Homodimer, ungefüllte Balken) und GHSR+MC3R (Heterodimer, gefüllte 
Balken) transient kotransfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mit unterschiedlichen Liganden 
und Ligandenkombinationen für 30 Minuten bei 37 °C stimuliert. Die Ergebnisse des funktionellen Assays sind als 
Mittelwerte ± SD einer repräsentativen Einzelmessung mit Triplikaten angegeben.   
 
Zunächst wurde der Effekt von unterschiedlichen Ligandenkombinationen auf die intrazelluläre 
cAMP-Akkumulation untersucht. Neben α-MSH, als ein Agonist des MC3R, wurde das 
Peptidhormone Ghrelin, welches der endogene Ligand des GHSR ist, auch Adenosin zur 
Stimulation von COS-7-Zellen eingesetzt, die entweder das Homodimer (rM3R+MC3R) oder das 
Heterodimer (GHSR+MC3R) exprimieren. 
Carriera und Mitarbeiter (2004) beschrieben die Aktivierung der Adenylat Cyclase durch die 
Stimulation von stabil GHSR-exprimierenden HEK293-Zelllinien mit Adenosin als auch mit 
Adenosin und Ghrelin. Ein solcher positiver Effekt auf die intrazelluläre cAMP-Akkumulation 
konnte für das GHSR/MC3R Heterodimer nicht bestimmt werden (Abb. 28).  
Da nur die Stimulation mit 1 µM α-MSH und 500 nM Ghrelin zu einer signifikanten Erhöhung 
des cAMP-Spiegels führte, wurde für diese Ligandenkombination eine Konzentrations-





einer konstanten Konzentration  eines MC3R-Agonisten mit einer ansteigenden 
Ghrelinkonzentration für 30 Minuten bestimmt (Material & Methoden 2.6.2). 
 
 
Abbildung 29: Ghrelin stimulierte cAMP-Akkumulation in Gegenwart von 1 µM alpha- (A) oder 1 µM gamma-
MSH (B) 
Für die Bestimmung der intrazellulären cAMP-Akkumulation wurden COS-7-Zellen, welche GHSR und MC3R 
koexprimierten, mit einer konstanten Konzentration von 1µM alpha- oder gamma-MSH und zur gleichen Zeit mit 
einer steigenden Konzentrationen Ghrelin für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde der induzierte 
cAMP-Spiegel bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von drei unabhängigen Experimenten, welche in 
Triplikaten durchgeführt wurden. Zum Vergleich wurde sowohl die Konzentrations-Wirkungskurve mit α- bzw. γ-MSH 
(orangener Graph, Maximum durch gestrichelte Linie gekennzeichnet) als auch mit dem GHSR-Agonisten Ghrelin 
(grüner Graph) für das GHSR/MC3R Heterodimer aufgeführt. Die graphische Darstellung der Doppel-Stimulation mit 
α- bzw. γ-MSH und Ghrelin ist jeweils in rot gehalten. 
 
Durch die zusätzliche Stimulation des GHSR im Zusammenhang mit der Aktivierung des MC3R 
durch α-MSH konnte eine nochmalige Erhöhung der intrazellulären cAMP-Akkumulation 
beobachtet werden (Abb. 29A). Proportional zur steigenden Ghrelinkonzentration wurde ein 
Anstieg der Konzentration des second messengers gemessen (monophasische Konzentrations-
Wirkungskurve). Ein biphasische Konzentrations-Wirkungskurve ergab dagegen eine konstante 
Konzentration von 1 µM γ-MSH (Abb. 29B). Mit niedrigen Ghrelinkonzentration (5-50 nM) 
wurde hier zunächst ein Anstieg und dann mit steigenden Ligandenkonzentrationen (ab 100 nM 
Ghrelin) eine deutliche Reduktion der intrazellulären cAMP-Spiegel gemessen.  
 
3.3.3 Ligandenbindung  
Zur Untersuchung der Ligandenbindung an das MC3R Homodimer und das GHSR/MC3R 
Heterodimer und zur Bestimmung der Liganden-Konzentration, bei der 50 % der Rezeptoren mit 





MSH ([125I][Nle4, d-Phe7]-α-Melanocyten-stimulierendes Hormon) an transient kotransfizierten 
COS-7-Zellen durchgeführt (Material & Methoden 2.6.1). 
Die in der Abb. 30 dargestellten Ergebnisse der Bindungsstudien mit den unterschiedlichen 
Liganden machen deutlich, dass das GHSR/MC3R Heterodimer im Vergleich zum MC3R 
Homodimer eine geringere Konzentration an unmarkiertem Ligand benötigt, um 50 % 
spezifisch gebundenes 125I-NDP-α-MSH vom Rezeptor zu verdrängen. Dies deutet auf eine 
bessere Bindung der untersuchten Liganden (NDP-α-MSH, α-, β- und γ-MSH) an den MC3R 
innerhalb des Heterodimers hin, wobei allerdings insgesamt weniger Ligand gebunden wird.  
 
Abbildung 30: 125I-NDP-α-MSH-Bindungsstudien an MC3R und GHSR+MC3R exprimierenden COS-7-Zellen   
Die Bindungsstudien wurden an COS-7-Zellen durchgeführt, die mit MC3R bzw. rM3R+MC3R sowie GHSR+MC3R 
transient kotransfiziert wurden. Die Zellen wurden mit radioaktivem 125I-NDP-α-MSH inkubiert und dieses dann mit 
steigenden Konzentrationen von unmarkiertem NDP-α-MSH, α-, β- oder γ-MSH in Abwesenheit (gefüllte Symbole) 
und Anwesenheit von 30 nM Ghrelin (ungefüllte Symbole) verdrängt. Unter  
A: ist die Bindungsstudie mit α-MSH aufgeführt. Die ermittelten Ki-Werte, d.h. die Konzentration an unmarkiertem 
Liganden, die in der Lage ist, 50 % des spezifisch gebundenen 125I-NDP-α-MSH zu verdrängen und die maximalen 
Bindung des radioaktiv-markierten Liganden wurden in Tabellenform unter B zusammengefasst. Dargestellt sind 







3.3.4 Charakterisierung des cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweg des GHSR/MC3R 
Heterodimers 
In den bisherigen Ergebnisse konnte gezeigt werden, das die Stimulation des GHSR/MC3R 
Heterodimers mit den endogenen Agonisten des MC3R α-, β- und γ-MSH zur Aktivierung des für 
diesen G-Protein-gekoppelten Rezeptor charakteristischen Gs-abhängigen Signaltransduktionsweg 
bewirkt (siehe 3.2.1). Dabei wurde im Vergleich zum MC3R Homodimer ein Anstieg der 
induzierten cAMP-Produktion beobachtet, der möglicherweise durch die spezifisch hohe 
Liganden-unabhängie Aktivität des GHSR hervorgerufen wird (siehe 3.3.1). Das Vorhandensein 
eines so genannten „cross talks“ zwischen dem Gαs-abhängigen Signaltransduktionsweg des 
MC3R und dem Gαq/11-abhängigen Signaltransduktionsweg des GHSR (Abb. 31) wurde auch 
deutlich durch die Ergebnisse der Kostimulation des Heterodimers mit α-MSH und Ghrelin (siehe 
3.3.2).  
 
Abbildung 31: Graphische Darstellung unterschiedlicher Interaktionsmöglichkeiten zwischen dem 
Signaltransduktionsweg des MC3R und des GHSR   
Die aufgestellten hypothetischen Interaktinen ziwschen dem Gαs-abhängigen (MC3R, Farbcod: orange) und dem 
Gαq/11-abhängigen (GHSR, Farbcod: grün) Signaltransduktionsweg wurden als rote Pfeile dargestellt. Die verwendten 
Inhibitoren (Pertussistoxin, PTX; U-73122, PLC-Inhibitor und W7, Calmodulin-Inhibitor) wurden dem jeweils 







Die Aktivierung bzw. Inaktivierung der Adenylat-Cyclase wird nicht nur durch die α-Untereinheit 
der Gs- bzw. Gi-Proteine reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass auch der βγ-Komplex der G-
Proteine einen regulatorischen Einfluß auf die Aktivität dieses Membran-gebundene Enzym hat. 
Calcium und Calmodulin sind weitere wichtige Effektoren der Adenylat-Cyclase (Sunahara & 
Taussing, 2002). Die vielfältigen Regulationen der Aktivität der Adenylat-Cyclase machen dieses 
Enzym zu einem potentiellen Knotenpunkt innerhalb des Heterodimers. In der Abbildung 31 sind 
die beteiligten Signaltransduktionswege der beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
zusammengefasst dargestellt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Inhibitoren wurde versucht 
eine funktionelle Charakterisierung des cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweges des 
GHSR/MC3R Heterodimers vorzunehmen. Folgende hypothetische Interaktionswege wurden 
dafür aufgestellt und in der Abb. 31 in Form von roten Pfeilen graphisch verdeutlicht: 
(1) Heterodimer-bedingte Veränderung der G-Protein-Kopplung 
(2) Transaktivierung der Adenylat-Cyclase durch Gβγ-Komplex (Superaktivierung) 
(3) Stimulation der Aktivität der Adenylat-Cyclase durch Ca2+-Ionen und PKC 
(4) Stimulation der Aktivität der Adenylat-Cyclase durch Calmodulin   
 
 
3.3.4.1 Nachweis der Isoformen der Adenylat-Cyclase in COS-7-Zellen 
Die einzelnen Isoformen der Adenylat-Cyclase werden gewebespezifisch exprimiert. Im Zuge der 
Charakterisierung des cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweges des GHSR/MC3R 
Heterodimers wurde daher das Verteilungsmuster für die hier verwendete Säugerzelllinie 
bestimmt. Die Expression der einzelnen Isoformen der Adenylat-Cyclase in COS-7-Zellen wurde 
mittels RT-PCR auf der Transkriptionsebene überprüft (Material & Methoden 2.3.2). Die über 
Gradienten-PCR (Annealing-Temperatur von 50–70 °C) amplifizierten Fragmente wurden zur 
Sequenzierung in einen TOPO-Vektor kloniert. Die entsprechenden Banden mit einer Größe von 






Abbildung 32: Ergebnisse der Gradienten-RT-PCR.  
Die mittels RT-PCR amplifizierten Fragmente wurden im Anschluß an die Reaktion in einem 1% Agarosegel 
aufgetrennt. Die Oligonukleotide wurden jeweils so gewählt, dass sie ein Fragment von ca. 400bp erfassten. Da für 
jede Probe mehrere PCR-Reaktionen mit steigender Annealing-Temperatur (50-70 °C) duchgeführt wurden, konnten 
jeweils mehrere Banden mit der richtigen Größe ausgeschnitten, gepoolt und für die Klonierung aufgereinigt werden. 
Für jede Probe wurden anschließend 4-5 Klone sequenziert. Die mittels Sequenzierung nachgewiesenen Isoformen 
sind orange unterlegt.    
 
3.3.4.2 Effekt von Pertussistoxin (PTX) auf die cAMP-Akkumulation des MC3R 
Homodimers und des GHSR/MC3R Heterodimers 
Pertussistoxin wird von dem Bakterium Bordetella pertussis ausgeschieden und gehört zu den so 
genannten AB-Toxinen, die aus einer A-Untereinheit, welche die katalytische Aktivität besitzt und 
einer B-Untereinheit, die die spezifische Bindung an die Oberfläche eukaryontischer Zellen 
vermittelt, bestehen. Der aktivierte A-Teil des Toxins katalysiert nach der Aufnahme in die Zelle 
die ADP-Ribosylierung  von G-Protein der Zielzelle, wodurch letztere inaktiviert werden. Im Fall 
von PTX wird der ADP-Ribosylrest an einen Cystein-Rest des inhibitorischen Gα-Proteins (Gαi-
Protein) gehängt. Zelllinien, die mit diesem Inhibitor behandelt wurden zeigen einen deutlichen 
Anstieg der Liganden-abhängigen cAMP-Akkumulation, da die modifizierten Gi-Proteine die 
Hemmung der Adenylat-Cyclase nicht mehr aufrecht erhalten können. Im Falle einer 
Kostimulation durch die Gαs-Untereinheit und die Gβγi-Untereinheit bewirkt die Behandlung mit 





Zur funktionellen Charakterisierung wurden COS-7-Zellen entweder mit dem MC3R Homodimer 
(rM3R+MC3R) oder dem GHSR/MC3R Heterodimer transient kotransfiziert. Mindestens 20 
Stunden vor der Stimulation mit den jeweiligen Liganden und dem cAMP-Akkumulationsassay 
wurden die Zellen mit 500 nM PTX bei 37 °C inkubiert.    
 
Abbildung 33: Effekt von PTX (Pertussistoxin) auf die cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R Heterodimers 
COS-7-Zellen wurden mit rM3R+MC3R (Homodimer, ungefüllte Balken) und GHSR+MC3R (Heterodimer, gefüllte 
Balken) transient kotransfiziert. Einen Tage nach der Transfektion wurden die Zellen für mindestens 20 Stunden mit 
dem Inhibitor PTX (Pertussistoxin) bei 37 °C inkubiert, bevor sie mit den verschiedenen Liganden für 30 Minuten 
stimuliert wurden. Im Anschluß erfolgte die Bestimmung der induzierten cAMP-Spiegel. Die Ergebnisse des 
funktionellen Assays sind als Mittelwerte ± SD drei unabhängiger Einzelmessungen (pro Ansatz in Triplikaten) 
angegeben. Der t-Test nach Student wurde zur Darstellung der jeweiligen signifikanten Unterschiede durchgeführt (p < 
0,05 *). 
 
Eine signifikante Veränderung der α-MSH-induzierten cAMP-Akkumulation im Anschluß an die 
Inkubation mit PTX konnte für die Koexpression rM3R+MC3R nicht ermittelt werden (Abb. 33), 
was darauf schließen lässt, dass durch das Homodimer Gi-Proteine nicht aktiviert werden. Der 
cAMP-abhängige Signaltransduktionsweg wird demzufolge ausschließlich über die Aktivierung 
von Gs-Proteinen gesteuert. 
Der für das GHSR/MC3R Heterodimer ermittelte Anstieg der cAMP-Spiegel sowohl nach der 
Stimulation mit 100 nM α-MSH als auch nach der Doppel-Stimulation mit jeweils 100 nM α-
MSH und Ghrelin im Anschluß an die PTX-Behandlung resultiert aus der Hemmung der 





Gegenwart von PTX, d.h. die Gi-Aktivierung über das Heterodimers, erfolgte in beiden Fällen im 
gleichen Umfang. Sie lag zwischen dem1,3- bis 1,6-fachen des Liganden-induzierten cAMP-
Spiegels in Abwesenheit von PTX. Die Interaktion des Heterodimers mit Gi-Proteinen erfolgt 
scheinbar unabhängig von der Liganden-abhängigen Aktivierung des GHSR. Eine 
Transaktivierung der Adenylat-Cyclase durch den Gβγi-Komplex konnte nicht beobachtet und 
daher an dieser Stelle ausgeschlossen werden. 
 
3.3.4.3 Effekt von U-73122 auf die cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R Heterodimers 
Die Regulation der Phospholipase C (PLC), welche die Freisetztung von zwei second messengern, 
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), katalysiert, wird durch die Familie der 
Gαq/11-Proteine vermittelt. Die IP3-Konzentration im Zytoplasma bestimmt die 
Öffnungswahrscheinlichkeit von Ionenkanälen und bewirkt so die  Rezeptor-vermittelte Erhöhung 
von Ca2+-Ionen in der Zelle. Da Calcium einen regulatorischen Effekt auf einige Isoformen der 
Adenylat-Cyclase hat, wurden transient kotransfizierte COS-7-Zellen im Anschluß an eine 30-
minütige Inkubation mit dem PLC-Inhibitor U-73122 mit 100 nM α-MSH oder mit jeweils 100 
nM α-MSH und Ghrelin stimuliert und die induzierten cAMP-Spiegel gemessen. 
Erfolgte die α-MSH-abhängige cAMP-Akkumulation des MC3R Homodimers und des 
GHSR/MC3R Heterodimers in Gegenwart von U-73122, so konnte eine leichte, aber nicht 
signifikante Erhöhung der gemessenen cAMP-Konzentrationen im Vergleich zu den Ansätzen 






Abbildung 34: Effekt von U-73122 (Phospholipase C-Inhibitor) auf die cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R 
Heterodimers 
COS-7-Zellen wurden mit GHSR+MC3R (Heterodimer, gefüllte Balken) oder dem MC3R Homodimer (ungefüllte 
Balken) transient kotransfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen zunächst 30 Minuten mit dem 
PLC-Inhibitor U-73122 präinkubiert. Bevor die Auswertung der cAMP-Spiegel mittels AlphaScreen-basiertem Assay 
erfolgte, wurde die Stimulation mit den verschiedenen Liganden für 30 Minuten bei 37 °C durchgeführt. Die 
Ergebnisse des funktionellen Assays sind als Mittelwerte ± SD drei unabhängiger Einzelmessung (pro Ansatz in 
Triplikaten) angegeben.   
 
Die Inkubation mit U-73122 im Vorfeld der Kostimulation mit je 100 nM α-MSH und Ghrelin des 
Koexpressionsansatzes GHSR+MC3R bewirkt ebenfalls einen Anstieg der ermittelten 
intrazellulären cAMP-Spiegel. Diese Resultate verdeutlichen den möglichen inhibitorischen 
Effekt des Calciums auf die Aktivität der Adenylat-Cyclase in dem hier untersuchten 
Signaltransduktionssystem des Heterodimers.  
Eine Auswertung der in Abb. 34 graphisch zusammengefassten Ergebnisse von drei unabhängigen 
Experimenten mit Hilfe des t-Tests nach Student ergab keine Signifikanz für die beschriebenen 






3.3.4.4 Effekt des Calmodulin-Inhibitors W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-
naphthalenesulfonamide hydrochloride) auf die cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R 
Heterodimers 
Calmodulin (CaM) verfügt über vier Bindungsstellen für Calcium und ist in der Lage 
verschiedene Proteine und Enzyme in eukaryontischen Zelllen in Gegenwart von Calcium zu 
aktivieren. Ihm wird daher auch eine Funktion als Calcium-Sensor zugeschrieben. Neben dem 
regulatorischen Einfluss von Calmodulin auf die Aktivität der Adenylat-Cyclase wurde kürzlich 
auch die direkte Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren beschrieben (Zhang et al., 
2005). 
Für diesen Versuchsansatz wurden die Liganden-abhängige cAMP-Produktion transient 
kotransfizierter COS-7-Zellen in Abwesenheit und nach einer 15-minütigen Inkubation mit dem 
Calmodulin.Inhibitor W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide hydrochloride) 
bestimmt. 
Für die Einzelstimulation mit 100 nM α-MSH sowohl für das MC3R Homodimer als auch für das 
GHSR/MC3R Heterodimer wurde eine signifikante Reduktion der cAMP-Spiegel nach der 
Präinkubation mit 100 µM W7 ermittelt (Abb. 35). Auch die durch die Kostimulation mit jeweils 
100 nM α-MSH und 100 nM Ghrelin induzierten cAMP-Spiegel wurden aufgrund der Hemmung 
von Calmodulin durch W7 deutlich erniedrigt. 
Diese Daten legten die Vermutung nahe, dass Calmodulin eine wichtige Rolle innerhalb des 









Abbildung 35:Effekt von W7 (Calmodulin-Inhibitor) auf die cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R 
Heterodimers 
COS-7-Zellen wurden mit GHSR+MC3R (Heterodimer, gefüllte Balken) oder dem MC3R Homodimer (ungefüllte 
Balken) transient kotransfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen zunächst 15 Minuten mit dem 
Calmodulin-Inhibitor W7 präinkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit α-MSH, Ghrelin sowie α-MSH und 
Ghrelin (jeweils 100 nM) für 30 Minuten stimuliert. Die Auswertung der cAMP-Spiegel erfolgte mittels AlphaScreen-
basiertem Akkumulationsassay. Die Ergebnisse des funktionellen Assays sind als Mittelwerte ± SD drei unabhängiger 
Einzelmessung (pro Ansatz in Triplikaten) angegeben.  Der t-Test nach Student wurde zur Darstellung der jeweiligen 
signifikanten Unterschiede durchgeführt (p < 0,05 *, p < 0,01 **). 
 
 
3.3.5 Heterodimerisierung und funktionelle Charakterisierung der MC3R- und  GHSR-
Mutanten 
Um die Interaktion zwischen GHSR und MC3R innerhalb des Heterodimers besser zu verstehen 
wurden die natürlich vorkommenden Mutationen, welche für die beiden Appetitrezeptoren bereits 
von verschiedenen Arbeitsgruppen charakterisiert und beschrieben wurden für 







Abbildung 36: Interaktionsverhalten der MC3R-Mutante I183N (A+B) und der GHSR-Mutanten A204E und 
F279L (C+D) mit GHSR oder MC3R   
HEK293-Zellen wurden transient mit Expressionsplasmiden kotransfiziert, die für den YFP-fusionierten GHSR oder 
MC3R und die CFP-markierten Mutanten MC3R I183N (A+B), GHSR A204E und GHSR F279L (C+D) kodieren. Die 
FRET-Effizienz wurde über das Akzeptor-Bleichverfahren bestimmt (siehe Material & Methoden 2.5.2.1). Zur 
besseren Vergleichbarkeit sind die Koexpressionen MC3R/MC3R und GHSR/GHSR (Monodimere) sowie 
GHSR/MC3R (Heterodimer) mit ungefüllten Balken markiert. Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen (SEM) von jeweils 3 unabhängigen Experimenten. Die konfokalen Bilder zeigen die 
Expression und subzelluläre Lokalisationen der unterschiedlichen YFP-markierten Mutanten in HEK293-Zellen einen 
Tag nach der Transfektion.   
 
Lee und Mitarbeiter fanden 2002 die heterozygote Mutation MC3R I183N bei einer 13 Jahre alten 
Patientin und ihrem Vater. Beide Patienten wiesen Übergewicht auf. Die funktionelle  
Charakterisierung durch Rached und Mitarbeiter 2003 zeigte einen kompletten Funktionsverlust 
sowie einen dominant negativen Effekt hinsichtlich des Rezeptorwildtyps. 
 
Die Mutation des GHSR A204E führt zu einer reduzierten Oberflächenexpression und dem 
Verlust der charakteristischen konstitutiven Aktivität des GHSR. Träger dieser Mutation wurden 





bekannte natürliche genetische Veränderung des GHSR F279L wurde von Wang et al. 2004 
publiziert. 
Die generierten Mutanten wurden zur Prüfung der Expression und Lokalisation als auch für 
anschließende FRET-Experimente C-terminal mit CFP oder YFP fusioniert. Für die beiden 
GHSR-Mutationen wurde sowohl eine Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum als auch in 
der Plasmamembrane der HEK293-Zellen beobachtet (Abb. 36). Die von Rached und 
Mitarbeitern (2004) beschriebene, intrazelluläre Akkumulation der MC3R-Mutante I183N konnte 
bestätigt werden.  
Die für die Koexpression der MC3R Mutante I183N und des Rezeptor-Wildtyps ermittelte FRET-
Effizienz von 17,15 ± 2,6 lag unwesentlich über dem Signal für das Wildtyp-Homodimer (Abb. 
36A). Die Koexpression dieser Mutante mit GHSR führte im Vergleich zum GHSR/MC3R 
Heterodimer zu einer leichten Reduktion des FRET-Signals (GHSR+MC3R 16,1 ± 0,7, 
GHSR+MC3R I183N 13,9 ± 1,4; Abb. 36B).  
Aufgrund der unterschiedlichen Verteilungsmuster der koexprimierten Rezeptoren (Abb. 37) ist 
zu vermuten, dass die ermittelte Dimerisierung sowohl mit dem MC3R-Wildtyp als auch mit dem 
GHSR hauptsächlich im endoplasmatischen Reticulum oder in intrazellulären Strukturen erfolgt.  
 
Abbildung 37: Subzelluläre Lokalisation nach der Koexpression von MC3R+MC3RI183N und 
GHSR+MC3RI183N in HEK293-Zellen 
HEK293-Zellen wurden mit der MC3R-Mutante I183N, welche C-terminal mit YFP fusioniert wurde, und dem CFP-
markierten  MC3R (Wildtyp) bzw. GHSR trsansient kotransfiziert. Die daraus resultierenden Proteinverteilungsmuster 
wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie aufgezeichnet.   
 
Die für die Kotransfektionsansätze GHSR A204E+MC3R und GHSR F279L+MC3R bestimmten 





(Abb. 36D). Auch die Formation der entsprechenden Homodimere (GHSR+GHSR A204E bzw. 
GHSR+GHSR F279L) wurde durch die Mutationen nicht signifikant beeinträchtigt (Abb. 36C).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass keine der für die FRET-Bestimmung 
ausgewählten Mutationen einen Effekt auf die Homo- oder Heterodimerisierung der Wildtyp-
Rezeptoren GHSR und MC3R hat.  
Für die funktionelle Charakterisierung der Mutanten in den unterschiedlichen Koexpressionen mit 
dem MC3R- oder GHSR-Wildtyp-Rezeptor wurden die C-terminal fusionierten Fluorophore 
modifiziert und durch ein kleineres Epitop (Flag-Tag) ersetzt. Die transient kotransfizierten COS-
7-Zellen wurden zwei Tage nach der Transfektion mit steigenden Konzentrationen des Agonisten 
alpha-MSH stimuliert. Im Anschluß erfolgte die Bestimmung des angereichterten intrazellulären 
cAMP-Spiegels. 
 
Für die Koexpression der Mutante MC3R I183N mit GHSR sowie mit rM3R und für die 
Kombinatoriken GHSR+rM3R konnte im Vergleich zum Basalwert kein Anstieg der 
ligandenvermittelte cAMP-Produktion bestimmt werden (Abb. 38). Diese Daten korrelieren mit 
den publizierten Zellkulturexperimenten von Tao und Segaloff (2004) und lassen sich mit der 
intrazellulären Lokalisation der MC3R-Mutante I183N erklären (Abb.36; Rached et al., 2004). 
Die Koexpression der beiden Mutanten des GHSR mit MC3R bewirkte in beiden Fällen eine 
Reduktion der maximalen konzentrationsabhängigen cAMP-Antwort nach der Stimulation mit α-
MSH im Vergleich zum Heterodimer der beiden Wildtyp-Rezeptoren. Mit Hilfe von in vitro 
Experimenten konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Mutationen A204E und F279L einen 
Verlust bzw. eine Reduktion der für den GHSR charakteristische Liganden-unabhängigen 
Signaltransduktion bewirken (Holst et al., 2003 und Liu et al., 2007). Daher lag die Vermutung 
nahe, dass die für die Koexpression GHSR/MC3R gemessene signifikante Erhöhung des cAMP-
Spiegels nach der Stimulation des MC3R mit den Agonisten α-, β- und γ-MSH auf die hohe 






Abbildung 38: Funktionelle Charakterisierung der Mutanten MC3R I183N, GHSR A204E und GHSR F279L  
Die cAMP-Akkumulationsassays wurden an COS-7-Zellen durchgeführt, die mit MC3R und GHSR A204E (rosa) 
oder F279L (violett) sowie MC3R I183N und rM3R (braun) oder GHSR (pink) transient kotransfiziert wurden. Die 
Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen α-MSH inkubiert und nach 30 Minuten der jeweils induzierte cAMP-
Spiegel bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von drei unabhängigen Experimenten, welche in Triplikaten 
durchgeführt wurden. Zum Vergleich wurden zusätzlich die Konzentrations-Wirkungskurve für das MC3R 
Homodimer (MC3R+rM3R, orange), GHSR/MC3R Heterodimer (rot) und als negativ Kontrolle die Werte der 







Neben der kurzzeitigen Steuerung der täglichen Nahrungsaufnahme durch die Enstehung von 
Hunger und Sättigungsgefühlen, gewährleistet die hypothalamische Appetitregulation ein 
langfristig stabiles Gleichgewicht zwischen der Energieaufnahme und dem Energieumsatz des 
Körpers (Energiehomöostase). Die zentrale Vermittlung hormoneller, peripherer Signale läuft über 
deren Bindung an membranständige Rezeptoren, zumeist GPCR. Da diese neben einem z.T. 
komplexen Signalisierungsverhalten durch die Kopplung an bis zu 4 G-Proteinfamilien und 
Transaktivierungen mit Rezeptortyrosinkinasen sowohl Homo- als auch Heterodimere, sowie 
Oligomere ausbilden können (Bouvier, 2001; George et al., 2002), entsteht ein weit aus 
umfangreicheres Signaltransduktions-Netzwerk als bis lang angenommen.  
Zwei Vertreter der großen Familie der GPCRs sind die beiden Melanocortin-Rezeptoren 3 und 4 
(MC3R und MC4R), die darüber hinaus wichtige Kontrollelemente innerhalb der 
hypothalamischen Appetitregulation darstellen. Der vorrangig im PVN exprimierte MC4R 
vermittelt den anorexigenen (Appetit-hemmenden) Effekt des peripheren Homones Leptin, 
welches proportional zum Körpergewicht von den Adipocyten (Fettzellen) freigesetzt wird. Der 
MC3R wird ebenfalls von anorexigenen Neuropeptiden (α-, β- und γ-MSH) aktiviert, doch 
aufgrund seiner Expression im ARC auf den Neuronen des orexigenen (Appetit-stimulierenden) 
Systems ist seine Funktion in der hypthalamischen Appetitregulation bisher nicht vollständig 
geklärt. Man vermutet jedoch eine Rolle als sogenannter Autorezeptor im ARC (Cowley et al., 
2004). 
Daher lag der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung der Dimersierungseigenschaften von 
unterschiedlichen in die hypothalamische Appetitregulation involvierten GPCRs mit MC3R oder 
MC4R. Um die Interaktion von GPCRs zu untersuchen gibt es 2 prinzipiell unterschiedliche 
Methoden: den Nachweis über differentiell N- bzw. C-terminal Epitop-markierte Rezeptoren 
(Immunioprezipitation und Western-Blot oder ELISA) oder nur über spezifische C-terminale 
Markierungen für biophysikalische Methoden (BRET und FRET).  
 
4.1 Homo- und Heterodimerisierung von hypothalamischen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren 
Um die Assemblierung von GPCRs zu bestimmen wurde bereits der Sandwich-ELISA erfolgreich 
in unserer Arbeitsgruppe eingesetzt, zusätzlich wurde nun FRET (Fluoreszenz-Resonanz-





ausgewählt und zunächst etabliert (Abb. 39). Der Einsatz von FRET ermöglicht eine 
Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen heterologer 
Expressionssysteme. Eine von Pfleger und Eidne (2005) aufgestellte Zusammenfassung der im 
Laufe der letzten Jahre, mit Hilfe des RET-Prinzips durchgeführten GPCR-Interaktionsstudien, 
macht die steigende Popularität dieser Technik deutlich. Bis Anfang des letzten Jahres wurden 
mehr als 100 Arbeiten veröffentlicht, die BRET zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen 
nutzten (Bouvier et al., 2007). Die Methode ist allerdings nicht unumstritten. Die Schwierigkeit 
liegt nicht nur im Nachweis von di- oder oligomeren Strukturen, sondern in der Differenzierung 
von „echten“ Interaktionen und Artefakten (James et al., 2006; Lohse, 2006). Die Verwendung 
von fluoreszierenden Epitopen ermöglichte aber zudem auch die Darstellung der subzellulären 
Lokalisation der Interaktion kotransfizierter Rezeptor-Fusionsproteine (Kolokalisation).  
 
Abbildung 39: Illustration der Methoden, die für die Interaktionsstudien herangezogen wurden.  
A: FRET Zwischen CFP (Donor) und YFP (Akzeptor) findet ein Energietransfer statt, wenn der Abstand zwischen den 
beiden Fluorophoren weniger als 10 nm beträgt. Durch das Ausbleichen des Akzeptors wird der FRET (Fluoreszenz- 
Resonanz-Energietransfer) unterbunden und es kommt zum Anstieg der Donor-Fluoreszenz. B: Sandwich-ELISA 
Nachweis eines Rezeptor-Dimers über zwei unterschiedliche Markierungen am C-Terminus bzw. am N-Terminus von 
jeweils einem der beiden koexprimierten GPCRs.    
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde FRET für MC4R und MC3R durchgeführt und wie erwartet 
konnte eine hohe FRET-Effizienz für die homodimere Kombinationen von MC3R und MC4R 
gemessen werden (Ergebnisse 3.1.3). Im Fall des MC4R wurden somit die Daten von Biebermann 
und Mitarbeitern (2003) sowie Nickolls und Mitarbeitern (2006) bestätigt. Bei der Koexpression 
unterschiedlicher GPCRs ergaben nur die heteromeren Kombinationen mit GHSR und MC3R 
sowie GPR7 und MC4R FRET-Signale, die mit den Signalen der entsprechenden Homodimere 





einem anderen in die hypothalamische Appetitregulation involvierte GPCR gezeigt werden. 
Bisher wurde nur eine Interaktion von MC3R mit einem eng verwandten Rezeptor, dem MC1R, 
beschrieben (Mandrika et al., 2004). Darüber hinaus gelang es die Interaktion der einzelnen 
Rezeptorpaare noch durch den immunologischen Nachweis des jeweiligen Heterodimers zu 
bestätigen (Sandwich ELISA, 3.1.4). Somit wurde auch ausgeschlossen, dass es sich bei den 
durch FRET-Daten ermittelten Interaktion um ein Artefakt handelt. Die Wahrscheinlichkeit der 
Ausbildung von solchen zufälligen Rezeptorkomplexen in der Zellmembran ist bedingt durch die 
Verwendung eines heterologen Überexpressionssystems relativ hoch und kann zu falsch-positive 
Ergebnisse führen (Eidne et al., 2002; James et al., 2006). Durch die transiente Transfektion von 
Zellen wird eine deutlich höhere Proteinexpression erzielt als bei stabilen Zelllinien. Allerdings 
weisen die Zellen in diesen Kulturen unterschiedliche Expressionslevel hinsichtlich der 
transfizierten Rezeptoren auf, was ebenfalls zu einer Verfälschung der FRET-Signale führen kann 
(Ayoub et al., 2002; Terrillon et al., 2003). Dieses Problem macht die Notwendigkeit einer guten 
Negativkontrolle deutlich, die unter den gleichen Bedingungen ungeachtet der Expressionsprofile 
keine FRET-Signale liefert (Pfleger & Eidne, 2005). Da aufgrund der niedrigen FRET-Effizienz 
der Koexpression von MC4R mit dem phylogenetisch eng verwandten CB1R eine Dimersierung 
ausgeschlossen werden konnte, wurde dieser GPCR als Negativkontrolle für die 
Interaktionsstudien herangezogen.  
Dass eng verwandte GPCRs nicht zwangsläufig miteinander dimersieren zeigten u.a. 
Interaktionstudien innerhalb der Mitglieder der Familie der Opioid-Rezeptoren (George et al., 
2000; Jordan et al., 1999). Der CB1R gehört zu den am häufigsten exprimierten GPCRs im 
Zentralnervensystem. Er ist vor allem im Hypothalamus (im PVN und im VMN) lokalisiert und 
an der Appetit- und Gewichtsregulation beteiligt (Pagotto et al., 2006a+b). Für den CB1R sind 
u.a. Heterodimersierungen mit dem Dopamin-D2-Rezeptor und dem µ-OPR beschrieben worden 
(Kearn et al., 2005; Rios et al., 2006). Das von zwei Arbeitsgruppen in Gehirnpräparationen 
nachgewiesene CB1R Homodimer konnte im Rahmen dieser Arbeit in vitro nicht bestätigt werden 
(Wager-Miller at al., 2002, De Jesús et al., 2006). Möglicherweise sind spezifische assesorische 
Faktoren an der Rezeptordimerizierung beteiligt, die in den hier eingesetzten Säugerzelllinien 
nicht vorkommen. So vermitteln beispielsweise so genannte GPCR-interagierende Proteine (GIPs) 
die Aggregation von GPCRs zu großen Rezeptosomen (Bockaert et al., 2004). Für die 
Oberflächenexpression des MC2R ist das assesorische Protein MRAP, welches eine 
Transmembrandomäne besitzt, essentiell (Cooray et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, das 
RAMPs (receptor activity modifying proteins) u.a. den Transport sowie die Ligandenspezifität des 





Aktivität des CB1R wird durch die C-terminale Bindung von CRIB1a (cannabinoid receptor 
interacting protein 1a) inhibiert (Niehaus et al., 2007). Das legt die Vermutung nahe, dass es zur 
Ausbildung von funktionellen oligomeren Strukturen kommt, die allerdings zurzeit nicht mit 
FRET nachweisbar sind. Um die Ausbildung von oligomeren Strukturen nachweisen zu können, 
sollten die über Immunopräzipitationen isolierte Di- bzw. Oligomere in SDS-Gelen aufgetrennt 
und anschließend mit Hilfe von Westernblot-Analysen klassifiziert werden. Aufgrund von 
schlechten Antikörpern gelang bisher nur einer Arbeitsgruppe der immunologische Nachweis des 
CB1R-Dimers (De Jesús et al., 2006, Grimsey et al., 2008).  
Die niedrigen FRET-Signale, die für die Kombinatoriken NPY2R+MC3R und µ-OPR+MC3R 
sowie 5-HTR1B bestimmt wurden, ließen zunächst vermuten, dass hier keine direkte Interaktion 
zwischen den GPCRs vorlag. Alle drei Werte lagen nur kapp über der fest gesetzten empirischen 
Grenze von 8 % für eine intakte Dimersierung. Im Sandwich ELISA gelang es jedoch diese 
Heterodimere zu detektieren, wobei die Werte für die Koexpression von NPY2R bzw. µ-OPR mit 
MC3R vergleichbar waren mit denen des GHSR/MC3R-Heterodimers. Möglicherweise waren die 
sterischen bzw. räumlichen Bedingungen zwischen den Fluorochromen für die Ausbildung von 
FRET nicht optimal. Eine Verbesserung der FRET-Effizienz könnte in diesem Fall durch den 
Austausch der relativ großen Fluoreszenzmarkierungen gegen kleinere Tags erzielt werden. 
Hoffman und Mitarbeiter (2005) nutzten erstmals FlAsH, ein kleines Molekül, das erst durch die 
Bindung an das Aminosäuremotiv CCPGCC fluoresziert, in Kombination mit CFP zum Nachweis 
von Konformationsänderungen innerhalb eines Proteins mittels FRET. Auch die Verlegung der 
Fluoreszenzmarkierungen, beispielsweise vom C-Terminus zum N-Terminus könnte in Betracht 
gezogen werden (Eidne et al., 2002). Da im Sandwich ELISA weniger 5-HTR1B/MC4R-Dimere 
im Vergleich zum GPR7/MC4R Heterodimer nachgewiesen werden konnten, ist hier eine 
verminderte Interaktionsfähigkeit zu vermuten. Die in beide Methoden beobachtete schwache 
Affinität wirft zu dem die Frage nach möglichen gewebespezifischen Chaperonen oder 
assesorischen Proteinen auf, die nicht nur für die korrekte Proteinfaltung und 
Membranlokalisation notwendig sind, sondern darüber hinaus die Interaktion mit anderen GPCRs 
unterstützen. Es wurden zwar zwei unterschiedliche Säugerzellinien benutzt (HEK293- und COS-
7-Zellen), die jedoch den gleichen Ursprung (Niere) haben und somit mehr oder weniger 
vergleichbare Proteinmuster aufweisen. Die Wahl eines anderen Zellsystems (z.B. eine 
hypothalamische Zelllinie) würde möglicherweise zu einer Veränderung der einzelnen 
Rezeptorkonformationen führen, was wiederum einen Einfluß auf die Interaktion und somit auf 
die FRET-Effizienz haben könnte. Allerdings ist zu bedenken, dass sich einige Säugerzelllinien 





Bindung eines Liganden herbeigeführt. Es wäre vorstellbar, dass die Dimersierung von GPCRs 
erst in Gegenwart von einem Liganden erfolgt oder durch die Bindung erst vollständig ausgebildet 
wird. Dies konnte beispielsweise für die Heterodimersierung des Dopamin-1-Rezeptors mit dem 
GHSR beobachtet werden (Jiang et al., 2006). Im Rahmen der hier durchgeführten 
Interaktionsstudien wurde nur die konstitutive Dimerisierung von GPCRs untersucht. Es sollte 
jedoch bedachtet werden, dass anhand von FRET- oder BRET-Daten (Bioluminescence 
Resonance Energy Transfer) nicht geschlussfolgert werden kann, ob eine Veränderung des 
detektierten Signals entweder auf eine verstärkte Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren 
oder auf eine Konformationsänderung innerhalb der interagierenden Rezeptoren (möglicherweise 
bedingt durch die Interaktion) zurück geführt werden kann (Kristiansen et al., 2004).  
Die Spezifität einer GPCR-GPCR-Interaktion kann darüber hinaus mit Hilfe von Kompetitions-
Assays demonstriert werden (Pfleger & Eidner, 2005). Ein möglicher Ansatz ist die Koexpression 
von zwei markierten GPCRs (Donor mit CFP-Tag und Akzeptor mit YFP-Tag) in Gegenwart oder 
Abwesenheit eines unmarkierten Rezeptormoleküls, das mit einem der beiden markierten GPCR 
interagiert (z.B. in Form einer Homodimersierung). Mit steigender Konzentration des 
unmarkierten Rezeptors ist eine proportionale Reduktion der FRET-Effizienz des untersuchten 
Heterodimers zu beobachten, da es zur Verdrängung von einem der markierten GPCRs durch den 
unmarkierten Rezeptor kommt (Ayoub et al., 2002; Devost & Zingg, 2004). Beruht die 
beobachtete Dimersierung auf einer unspezifischen Interaktion, so bleibt die FRET-Effizienz im 
Wesentlichen gleich. Zur weiterführenden Charakterisierung des GHSR/MC3R als auch des 
GPR7/MC4R Heterodimers wurde bereits im Rahmen dieser Arbeit mit dem Aufbau eines solchen 
Kompetitions-Assays begonnen. Es empfiehlt sich auch die anderen hier vor gestellten 
Kombinatoriken mit Hilfe des oben beschriebenen Ansatzes nochmals zu überprüfen.  
 
4.1.1 Subzelluläre Lokalisation der heterolog exprimierten GPCRs   
Die Lokalisation der heterolog exprimierten GPCRs wurde mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie optisch überprüft (Material & Methoden 2.5.1 und Ergebnisse 3.1.1). Darüber hinaus 
erfolgte anhand von Oberflächen-ELISAs ein Nachweis der spezifische Oberflächenexpression 
der einzelnen Rezeptoren über eine am N-Terminus angebrachten Tag (Material & Methoden 
2.7.1 und Ergebnisse 3.1.1.1). Mit Ausnahme des GPR7, konnte für alle im Rahmen der hier 
vorgelegten Arbeit untersuchten GPCRs eine membranständige Lokalisation in HEK293- und in 





Die Koexpression mit MC4R bewirkte im Fall von GPR7 eine Veränderung des 
Proteinverteilungsmusters. Das Heterodimer zeigte eine deutliche Lokalisation im ER und in der 
Plasmamembran, wohin gegen GPR7 allein hauptsächlich intrazellulär vorlag (3.1.1, Abb. 17 und 
3.1.2  Abb. 19). Für viele Proteine ist die Formation von oligomeren Strukturen ein notwendiger 
Schritt bei der Proteinfaltung- und –modifizierung im endoplasmatischen Reticulum, da so 
Carboxyl-terminale Retentionssequenzen oder hyprophobe Aminosäuremotive maskiert werden 
können (Reddy und Corley, 1998)(Abb. 40). Das neben Chaperonen oder Chaperon-ähnlichen  
 
Abbildung 40: Subzelluläre Lokalisation von koexprimierten, fluoreszierenden Rezeptor-Fusionsproteinen.  
Die Biosynthese von Membranproteinen, wie den GPCRs, erfolgt im rauen endoplasmatischen Retikulum (ER). 
Chaperone vermitteln die korrekte Faltung der Rezeptorproteine, welche über ihre hydrophoben Domänen in die 
Membran des ER eingebaut und zu Transportvesikeln abgeschnürt werden. Über den Golgi-Apparat erfolgt der 
Transport zur und der Einbau in die Plasmamembran. Die Dimerisierung von GPCRs findet in einer frühen Phase der 
der Proteinbiosynthese statt und stellt einen wichtigen Schritt der Proteinfaltung dar. Darüber hinaus beeinflusst die 
Interaktion von GPCRs den Transport der Rezeptormoleküle an die Zelloberfläche.    
 
Proteinen auch die Dimersierung von GPCR essentiell für einen otimalen Transport zur 
Plasmamembran ist, konnte eindeutig anhand des GABAB1/B2–Heterodimers (Marshall et al., 
1999; Margeta-Mitrovic et al, 2000) gezeigt werden. Da die Interaktion von GPCRs in einer 
frühen Phase der Proteinbiosynthese im ER stattfindet, kann der Transport und die 
Oberflächenexpression eines Rezeptormoleküls durch die Dimerisierung mit einem anderen 
Rezeptor deutlich verbessert oder überhaupt erst ermöglicht werden. Um eine eindeutige Aussage 
bezüglich der mittels Laser-Scanning-Mikroskopie beobachteten Erhöhung der 
Oberflächenexpression des GPR7 nach der Koexpression mit MC4R treffen zu können, wurde im 
Rahmen dieser Arbeit damit begonnen, die spezifische Oberflächenexpression anhand eines N-
terminalen HA-Tag zu bestimmen (Oberflächen-ELISA). Sollte sich die Vermutung bestätigen, 
dann stellt sich die Frage, ob die Heterodimersierung von GPR7 und MC4R möglicherweise eine 





an der Zelloberfläche so erhöht werden könnte. Bislang konnten dies aber noch nicht bestätigen 
werden. 
 
4.1.2 Mechanismen der Dimerisierung von GPCRs 
Die Dimerisierung ist inzwischen ein akzeptiertes Konzept der Funktionsweise von GPCR 
(Bouvier, 2001; George et al., 2002; Jacoby et al., 2006; Terrillon et al., 2004). Welche 
molekularen Mechanismen sich dahinter verbergen ist bisher noch weitestgehend unbekannt und 
nur für einzelne Beispiele ansatzweise aufgeklärt. Es wird jedoch von zwei grundlegenden 
Mechanismen der Interaktion ausgegangen: Disulfidbrückenbildung zwischen zwei Cystein-
Resten oder Interaktion von Transmembrandomänen. 
 
4.1.2.1 Disulfidbrücken können an der Ausbildung von Rezeptordimeren beteiligt sein 
Die für den Calcium ([Ca2+]o)-sensing Rezeptor (CaR) nachgewiesene Dimerstruktur konnte auf 
die Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen Cystein-Resten der extrazellulären Domänen der 
beiden Rezeptormoleküle zurückgeführt werden (Bai et al., 1998; Zhang et al., 2001). Diese 
kovalente Interaktion trägt zudem zur Stabilisierung bei und unterstützt den Übergang des 
Rezeptors vom inaktiven in den aktiven Zustand (Pace et al., 1999). Ein Cystein-Rest in der 
Transmembrandomäne 4 des D2R (Dopamin-Rezeptor 2) ist vermutlich an der 
Homodimerisierung des Rezeptors beteiligt (Guo et al., 2003). Dass Disulfidbrücken eine 
wichtige Rolle bei der Dimerisierung von GPCRs spielen, konnte unter anderem auch für den 
Vasopressin-2-Rezeptor und den M3-muskarinergen Acetalcholin-Rezeptor gezeigt werden. Für 
diese Rezeptoren wurde eine Dissoziation unter reduzierenden Bedingungen beobachtet (Schulz et 
al., 2000; Zeng & Wess, 2000). 
Daher wurde für verschiedene Homo- als auch Heterodimere die FRET-Effizienz unter 
reduzierenden Bedingungen ermittelt. HEK293-Zellen wurden mit CFP- oder YFP-fusionierten 
Rezeptoren transient kotransfiziert. Vor der Bestimmung der Intensitätszunahme des 
Donorfluorochroms (CFP) während des Ausbleichens des Akzeptors (YFP-Fluorophor) wurden 
die Zellen für 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 10 mM DTT inkubiert (Material & Methoden 
2.5.2.1). Um es übersichtlicher zu machen werden zunächst die Ergebnisse für die untersuchten 
Homodimere (MC3R, MC4R und GHSR) und anschließend die der beiden Heterodimere 






(A) Die Rolle von Disulfidbrücken bei der Homodimersierung von GPCRs 
MC3R und MC4R gehören beide der Familie der Melanocortin-Rezeptoren an und zeigen somit 
auch eine große Sequenzhomologie von 60 % (Kim et al., 2002; siehe Abb. 41). Die Verteilung 
der einzelnen Cystein-Reste innerhalb der Aminosäuresequenz der beiden Rezeptoren ist in der 
Abbildung 41 markiert.  
Die Inkubation mit DTT bewirkte im Fall des MC4R-Homodimers keine Veränderung des FRET-
Signals, was vermuten lässt, das diese Interaktion nicht auf der Ausbildung von Disulfidbrücken 
basiert. Dies entspricht den Ergebnisse von Elsner und Mitarbeitern (2006), die nachwiesen, dass 
Cystein-Quervernetzungen in der extrazellulären Schleife 3 keine funktionelle Rolle bei der 
Interaktion spielen. Die geringe Anzahl erreichbarer Cystein-Reste innerhalb der 
Aminosäuresequenz der Transmembrandomänen des MC4R, die mit Hilfe einer 
computergestützten Modellierung anhand des β2 adrenergen Rezeptor ermittelt wurden (Tabelle 
9), unterstützen die Vermutung, das Disulfidbrücken bei Interaktionen des MC4R eine 
untergeordnete Rolle spielen.  
 
Abbildung 41: Alignment der Aminosäuresequenz von MC3R und MC4R (Clustal W) 
Gelb-markiert sind Transmembrandomänen (TM) der beiden Rezeptoren. Cystein-Reste sind farblich hervorgehoben 






Tabelle 9: Orientierung von Cysteinen der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren MC3R, MC4R und GHSR 
 
 MC3R MC4R GHSR 
N-Terminus C35 C40  
TM 1   C50, nicht erreichbar 
TM 2 C78, erreichbar C84 C95, erreichbar 
TM 3 C125, innen 
C133, nicht erreichbar 
C130 
C138 
C116, nicht erreichbar 
(Disulfid-Brücke, ecl 2) 
C126, erreichbar 
C146, erreichbar  
TM 4 C171, erreichbar 





ecl 2   C198 
(Disulfid-Brücke, TM 3) 
TM 5 C191, erreichbar C196 C227, erreichbar  
TM 6 C237, nicht erreichbar 
C254, erreichbar 
C257 C275 







TM 7 C290, erreichbar C293 C304, erreichbar 
Anhand einer computergestützten Modellierung der räumlichen Struktur der Aminosäurensequenzen von MC3R, 
MC4R und GHSR wurden versucht die für die Ausbildung möglicher Disulfid-Brücken zur Verfügung stehenden 
Cysteine zu ermitteln. Cystein-Reste, die aufgrund ihrer räumlichen Orientierung erreichbar sind, wurden kursiv 
hervorgehoben. Für einige Cysteine konnte keine eindeutige Aussage getroffen werden (grau). Diese Analyse wurde 
von Gunnar Kleinau am Leibnitz Institut für Molekulare Pharmakologie durchgeführt und freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt. 
TM: Transmembrandomäne, ecl: extrazelluläre Schleife 
 
Im Gegensatz dazu deutet die Reduktion des FRET-Signals des MC3R-Homodimers unter 
reduzierenden Bedingungen auf die Dissoziation des Dimers hin. Dass Interaktionen des MC3R 
u.a. durch die Ausbildung von Disulfidbrücken unterstützt werden, lässt die, im Unterschied zum 
MC4R, große Anzahl (mindestens 6) an verfügbaren Cystein-Resten vermuten. Es sollte dabei 
jedoch bedacht werden, dass anhand von FRET- Daten nicht geschlussfolgert werden kann, ob 





zwischen den beiden Rezeptoren oder auf eine Konformationsänderung innerhalb der 
interagierenden Rezeptoren zurück geführt werden kann (Kristiansen et al., 2004). Daher könnte 
die hier beobachtete Abnahme der FRET-Effizienz auch mit der Auflösung intramolekularer 
Disulfidbrücken und einer damit verbundene Konformationsänderungen erklärt werden, die 
letztendlich eine veränderte Ausrichtung der beiden Fluorophore zueinander bewirkt. Dass bei eng 
verwandten Rezeptoren unterschiedliche Mechanismen der Interaktion eine Rolle spielen, konnte 
anhand von 3D-Modellen der Opioid-Rezeptoren (δ-,κ- und µ-OPR) verdeutlicht werden, die 
verschiedene Dimerisierungsdomänen für die einzelnen Rezeptoren aufzeigten (Filizola et al., 
2002).  
 
(B) Die Rolle von Disulfidbrücken bei der Heterodimersierung von GPCRs 
Um die postulierte Divergenz in den Interaktionsmechanismen des MC3R und des MC4R näher 
zu analysieren, wurden Koexpressionsansätze der beiden Rezeptoren mit dem GHSR mittels 
FRET untersucht. Die Expression des GHSR konnte nicht nur im Nucleus arcuatus sondern auch 
in andere Regionen des Hypothalamus, wie beispielsweise für den Nucleus paraventricularis, 
nachgewiesen werden (Howard et al., 1996; Gua et al., 1997). Daher ist neben der in dieser Arbeit 
vorgestellten, Heterodimersierung des GHSR mit dem im ARC exprimierten MC3R auch eine 
Interaktion mit dem im PVN exprimierten MC4R nicht auszuschliessen. Die relativ niedrige 
FRET-Effizienz des Koexpressionsansatzes GHSR+MC4R deutet auf eine begrenzte 
Interaktionsfähigkeit zwischen den beiden Rezeptoren hin. Da unter reduzierenden Bedingungen 
ein Anstieg des FRET-Signals bestimmt werden konnte, führte die Aufhebung von intra- oder 
intermolekularen Disulfidbrücken zu einer Konformationsänderung, die zu einer Annähung der 
beiden Fluorophore führte. Die Interaktion zwischen GHSR und MC4R erfolgt im Unterschied 
zur Assemblierung der beiden Rezeptormoleküle des MC4R-Homodimers mit einer deutlich 
geringeren Effizienz. Bei beiden Interaktionen sind Cystein-Quervernetzungen scheinbar nicht 
notwendig, sie bedingen möglicherweise eher Rezeptorkonformationen, die eine sterische 
Annähung hemmen.  
Die hohen FRET-Effizienzen, die sowohl für das MC3R-Homodimer als auch für das 
GHSR/MC3R-Heterodimer ermittelt wurden lassen vermuten, das beiden Interaktionen eine 
vergleichbare Affinität zwischen den Rezeptormolekülen zu Grunde liegt. Bei einer 
Kotransfektion von verschiedenen Rezeptoren liegt immer ein Gemisch von Homo- und 
Heterodimeren vor (Ergebnisse 3.2, Abb. 24). Aufgrund der FRET-Werte ist anzunehmen, dass der 





Heterodimer zu gleichen Teilen aufweist, wohingegen beim Ansatz mit GHSR und MC4R das 
MC4R-Homodimer überwiegt. Der Anteil des GHSR-Homodimers ist in beiden 
Koexpressionsansätzen aufgrund der niedrigen FRET-Effizienz eher gering einzustufen (siehe 
Ergebnisse 3.1.5.1). Trotzdem konnten die Ergebnisse zur Homodimersierung des GHSR von 
Jiang und Mitarbeitern (2006) sowie von Leung und Mitarbeitern (2007) bestätigt werden. Beide 
Arbeitsgruppen verwendeten u.a. die BRET-Technik (Bioluminescence Resonance Energy 
Transfer) zum Nachweis von Interaktionen des GHSR in HEK293-Zellen. Obwohl mit Hilfe einer 
computergestützten Modellierung des GHSR mindestens 6 Cystein-Reste vorhergesagt werden 
konnten (Diskussion 4.1.2.1, Tabelle 9), die möglicherweise für die Ausbildung von 
Disulfidbrücken genutzt werden könnten, führte die Inkubation des GHSR-Homodimers mit DTT 
nicht zu einer Veränderung des FRET-Signals. Da unter reduzierenden Bedingungen für die 
Koexpression des GHSR mit dem MC3R eine Reduktion der FRET-Effizienz ermittelt wurde, 
scheinen Cystein-Quervernetzungen für die Interaktionen des GHSR mit anderen GPCR von 
größerer Bedeutung sein als bei der Formation des Homodimers. Eine solche Diversifikation 
konnte auch beim  5-HT4-Rezeptor beobachtet werden, hier wurden vier Cystein-Reste bestimmt, 
die lediglich für die Formation homomerer Strukturen essentiell sind (Berthouze et al., 2007). 
Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit zum MC1R wies durch Mutagenese von verschiedenen 
Cysteinen zu Alanin die Ausbildung von vier Disulfidbrücken nach, die zwischen den 
Rezeptormolekülen bei der Dimerisierung dieses GPCR der Familie der Melanocortin Rezeptoren 
ausgebildet werden (Zanna et al., 2008). Die vierfache Mutante aller extrazellulären Cysteine 
Cys35-267-273-275Ala lieferte in SDS-PAGE-Analysen in Abwesenheit von reduzierenden 
Detergenzien lediglich eine Bande, die der monomeren Struktur des Proteins entsprach. Trotzdem 
konnte eine Dimersierung mit dem Wildtyp-Rezeptor ermittelt werden. Vermutlich kommen bei 
der Ausbildung von solchen oligomeren Strukturen nicht-kovalente Interaktionsmechanismen 
zutragen. Cys267, 273 und 275 liegen in der dritten extrazellulären Schleife (ecl3) des MC1R. 
Elsner und Mitarbeiter (2006) schlossen eine Beteiligung der Cystein-Reste in der ecl3 bei der 
MC4R Homodimerisierung dagegen aus. Abweichungen in den einzelnen 
Rezeptorkonformationen, die die spezifische Signalisierung eines jeden einzelnen Rezeptors trotz 
der großen Sequenzhomologie gewährleisten, bedingen möglicherweise auch unterschiedliche 
molekularen Mechansimen bei der Protein-Protein-Interaktion. Eine systematische Mutation der 






4.1.2.2 Interaktion von trunkierten MC4R-Konstrukte und dem Wildtyp-Rezeptor 
Arbeiten zur Interaktion von GABAB1/B2-Rezeptoren sowie zum α1-adrenergen Rezeptor machten 
erstmals deutlich, dass der effiziente Transport von GPCR an die Zelloberfläche u.a. auch von der 
Heterodimerisierung mit anderen GPCRs abhängig ist (Marshall et al., 1999; Uberti et al., 2004). 
Darüber hinaus legten mehrere Studien nahe, das auch trunkierte GPCRs einen spezifischen 
Einfluss auf den Transport von den entsprechenden Wildtyp-Rezeptoren ausüben, was u.a. für den 
α1-adrenergen Rezeptor, den Dopamin-3-Rezeptor und seine Splicevariante D3nf (relevant bei 
Schizophrenie), den Gonadotropin-Rezeptor und den Vasopressin-2-Rezeptor gezeigt werden 
konnte (Cogé et al., 1999; Karpa et al., 2000; Elmhurst et al., 2000; Grosse et al., 1997; Zhu & 
Wess, 1998). Diese Daten gehen von einer Interaktion zwischen dem trunkierten Rezeptor und 
dem Wildtyp des Rezeptors aus und bilden die Grundlage für die Überlegung, anhand von 
trunkierten Konstrukten eines GPCR potentielle Dimersierungsdomänen zu lokalisieren.   
Zwei interagierende GPCRs können in ca. 49 unterschiedliche Konformationen nebeneinander in 
der Plasmamembran lokalisiert sein (Filizola et al., 2002). Zurzeit werden zwei grundlegende 
Modelle hinsichtlich der Dimersierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren diskutiert. Das 
Modell der Kontakt-Dimere postuliert die Interaktion der Transmembrandomänen unter 
Aufrechterhaltung der Transmembranstruktur der Rezeptormoleküle  in der Membran. Im zweiten 
Modell, dem Modell des Domänen-übergreifenden Dimers, geht man vom Austausch einzelner 
Transmembrandomänen zwischen den Dimerisierungspartnern aus. Basierend auf 
computergestützten Studien zu den Dimerisierungsdomänen GPCRs wurden spezifische Regionen 
der Transmembrandomäne 4 bis 6 als potentielles Dimerisierungszentrum am häufigsten 
prognostiziert (Filizola & Weinstein, 2005). Mit Hilfe der FRET-Analyse wurde die Interaktion 
von trunkierten und CFP- oder YFP-fusionierten MC4R-Konstrukte (Ergebnisse 3.1.5.2, Abb. 
23B) mit dem Wildtyp-Rezeptor MC4R in HEK293-Zellen bestimmt (siehe Material & Methoden 
2.3.1.2 (b)). Im vorherigen Abschnitt (Disulfidbrücken 4.1.2.1) konnte gezeigt werden, dass 
Interaktionen dieses GPCR vermutlich nicht durch die Ausbildung von Disulfidbrücken erfolgen. 
Es kann somit davon ausgegangen werden, dass hier die Interaktion der Transmebran-Helices von 
größerer Bedeutung ist. Da keine Splicevarianten für den MC4R bekannt sind, wurden zwei 
Konstrukte mit einer unterschiedlichen Anzahl an Transmembrandomänen  generiert. Das 
Konstrukt MC4R TM3 umfasst die Transmembrandomänen 1 bis 3, wohingegen das Konstrukt 
MC4R TM5 die Transmembrandomänen 1 bis 5 beinhaltet. Beide wurden C-terminal mit einem 
intrazellulär lokalisierten Fluorochrom (CFP oder YFP) fusioniert. Es konnte gezeigt werden, dass 
sowohl MC4R TM3 als auch MC4R TM5 mit dem MC4R Wildtyp-Rezeptor Heterodimere 





mit denen des ungekürzten MC4R-Homodimers. Leung und Mitarbeiter (2007) konnten ebenfalls 
eine Dimersierung des GHSR mit dessen Splicevariante GHSR1b, welche lediglich die 
Transmembrandomänen 1 bis 5 umfasst, zeigen. Darüber hinaus beobachteten sie einen dominant-
negativen Effekt des trunkierten Rezeptors auf den Wildtyp-Rezeptor, der u.a. die Hemmung des 
Transportes des ungekürzten GHSR zur Zellmembran mit sich führt. Ursache dafür könnte die 
fehlende Maskierung eines NLS-Motives (nuclear localization signal) in der 8. Helix sein, die bei 
17 der über 200 Mitglieder der Rhodopsin-ähnlichen Familie der GPCRs gefunden wurde (Lee et 
al., 2004; O’Dowd et al., 2007).  
Dass C-terminale coiled-coil Interaktionen für die Dimerisierung des MC1R nicht von Bedeutung 
sind, wurde über ein trunkiertes Rezeptorkonstrukt, welches keine TM7 und keinen C-Terminus 
besaß, nachgewiesen (Zanna et al., 2008). Anhand von SDS-PAGE-Analysen konnte gezeigt 
werden, dass sowohl der Wildtyp- als auch der trunkierte Rezeptor in der Lage waren di- und 
oligomere Strukturen auszubilden. Die im Rahmen dieser Untersuchung gemessenen FRET-
Effizienzen für die Koexpression von MC4R TM3 bzw. MC4R TM5 mit dem Wildtyp-Rezeptor 
MC4R schließen ebenfalls aus, das C-terminale coiled-coil Strukturen für die Rezeptorinteraktion 
notwendig sind. Möglicherweise spielen sie eine untergeordnete Rolle bei der Homodimersierung 
des MC4R. 
Die intrazelluläre Lokalisation der trunkierten MC4R-Konstrukte (3.1.5.2, Abb. 23A) verweisen 
auf eine Interaktion des kotransfizierten Wildtyp-Rezeptors mit den trunkierten 
Rezeptormolekülen in einer frühen Phase der Proteinbiosynthese und bestätigt damit die 
Dimerisierung als einen wichtigen Schritt der Rezeptorreifung (Terrillon et al., 2004). Die von Ho 
und Mitarbeitern (1999) nachgewiesene Bedeutung der C-terminale Region des MC4R für dessen 
korrekte Oberflächenexpression wurde anhand der trunkierten Rezeptorkonstrukte bestätigt. 
Weiterführende Arbeiten werden zeigen, ob die Kotransfektion des ungekürzten MC4R mit den 
trunkierten MC4R-Konstrukte einen Einfluß auf die Oberflächenexpression des Rezeptor-
Wildtyps hat.  
In Neuronen (jedoch nicht in HEK293-Zellen) konnte eine konstitutive Internalisierung sowie die 
erneute Lokalisation des recycelten MC4R in der Plasmamembran in Abwesenheit vom Liganden 
beobachtet werden (Mohammad et al., 2007). Welche Rolle dabei die Dimerisierung mit 
trunkierten MC4R-Konstrukten oder anderen GPCRs spielt ist zurzeit noch völlig unklar. Ein 
Defekt dieses Recycling-Kreislaufes könnte jedoch mit dem Auftreten von krankhafter Adipositas 
einhergehen. Es sind mehrere Nonsense- sowie Laseraster-Mutationen des humanen MC4R 





Für die Splicevariante GHSR1b konnte ein dominant-negativer Effekt gegenüber dem Wildtyp-
Rezeptor bestimmt werden (Leung et al., 2006). Interessant ist daher die Frage nach einem 
möglichen dominant-negativen Effekt der C-terminal verkürzten MC4R-Konstrukte. Bisher sind 
zwei MC4R-Punktmutationen (D90N in der TM 2 und S136F in der TM 3) mit einem dominant-
negativen Effekt auf die Funktionalität des MC4R-Wildtyp beschrieben (Biebermann et al., 2003; 
Tarnow et al., 2008). Allerdings wurde für beide Mutationen keine Reduktion der 
Oberflächenexpression, wie sie für die trunkierten Rezeporkonstrukte beschrieben wurde, in Folge 
der Heterodimerisierung mit dem MC4R beobachtet.  
Mit der schrittweisen Verkürzung des MC4R in den einzelnen Kombinatoriken kommt es auch zur 
Reduktion der FRET-Effizienz. Eine äußerst begrenzte Interaktionsfähigkeit wurde für MC4R 
TM3 mit sich selbst beobachtet (3.1.5.2; Abb. 23C), die ermittelte FRET-Effizienz war 
vergleichbar mit dem Wert der Negativkontrolle (Koexpression CB1R+MC4R). Wohingegen der 
homodimere Transfektionsansatz des MC4R TM5 deutlich erhöhte FRET-Signale zeigte. Diese 
Daten korrelieren mit den computergestützten Studien, die in den Regionen der 
Transmembrandomänen 4 bis 6 potentielle Interaktionszentren prognostizierten (Filizola & 
Weinstein, 2005). Die Ergebnisse einer, am Institut für Experimentelle Endokrinologie, Virchow-
Klinikum Berlin, angefertigten Diplomarbeit (J. Genetzky, 2008) weisen dagegen der TM3 und 
der icl2 eine wichtige Rolle bei der Homodimersierung des MC4R zu. 
Nicht unterschätzt werden darf die veränderte Tertiärstruktur der trunkierten Konstrukte und die 
damit verbundene Konformationsänderung innerhalb der Plasmamembrane dar, was wiederum die 
Interaktion mit anderen Rezeptormolekülen beeinflussen kann. 
 
 
4.2 Untersuchung der Auswirkungen der Interaktionen auf den MC3R-vermittelten 
cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweg 
Die Dimerisierung modifiziert nicht nur den Transport, sondern auch die Pharmakologie und die 
Signalisierung eines Rezeptors. Der spezifische Ligand von einem der beiden interagie- renden 
Rezeptormoleküle kann beispielsweise über den zweiten Rezeptor oder aber über einen neu 
aufgebauten Signaltransduktionsweg signalisieren. Mittels heterologer Expressionssystemen kann 
ein sogenannter „biochemischer Fingerabdruck“ für jedes Heterodimer ermittelt werden (Franco 
et al., 2007). Anhand dieses „Fingerabdrucks“ ist es letztendlich möglich Dimere im 





durch die Aufdeckung von vielfältigen regulatorischen Ansatzpunkten die Grundlage für die 
Entwicklung von neuen pharmakologischen Präparaten. 
 
Abbildung 42: Funktionelle Charakterisierung der MC3R vermittelten cAMP-Akkumulation für die 
Koexpression von MC3R mit NPY2R, µ-OPR und GHSR.   
Transient Kotransfizierte COS-7-Zellen wurden hinsichtlich der α-, β- und γ-MSH-induzierten cAMP-Akkumulation 
untersucht. NPY2R und µ-OPR sind Gi-Protein-koppelnde Rezeptoren, wohin gegen der GHSR zu den Gq-Protein-
koppelnden Rezeptoren gehört. Die Stimulation von MC3R durch einen Agonisten führt zur Aktivierung von Gs-
Proteinen. Die Gαs-Untereinheit realisiert die Aktivierung der Adenylat-Cyclase.  
 
 
4.2.1 Funktionelle Charakterisierung der MC3R-vermittelten cAMP-Akkumulation für 
die Koexpression von MC3R mit NPY2R bzw. µ-OPR 
Trotz der nicht ganz kongruenten Ergebnisse der Interaktionsstudien mittels FRET und Sandwich-
ELISA für die Koexpressionen von NPY2R bzw. µ-OPR mit MC3R wurden diese Kombinationen 
im Verhältnis 1:1 in COS-7-Zellen transient kotransfiziert. Die Liganden-abhängige 
Akkumulation des sekundären Botenstoffes cAMP wurde für diese Kombinatoriken bestimmt und 
mit denen des MC3R Homodimer verglichen. Unveröffentlichte Studien aus unserer 
Arbeitsgruppe wiesen keine Interaktion zwischen dem MC3R und dem rM3-Rezeptor (Ratten-
muscarine Rezeptor 3) nach. Eine Interaktions-abhängige Modifikation der MC3R vermittelten 
cAMP-Akkumulation in transient transfizierten COS-7-Zellen kann daher für die Koexpression 
der beiden Rezeptoren ausgeschlossen werden. Zur Gewährleistung von vergleichbaren 
Koexpressionsbedingungen und Transfektionsverhältnissen wurden MC3R und rM3R 





Der über den MC3R vermittelte Signaltransduktionsweg ist weitestgehend bekannt. Die 
Aktivierung des heterolog exprimierten Rezeptors führt zur Gs-Protein-vermittelten Stimulation 
der Adenylat-Cyclase und damit zum Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration (siehe 
Abb. 42). Dieser sekundäre Botenstoff gehört zu den am besten untersuchten intrazellulären 
Signalen (Schmitt & Stork, 2000). Die funktionelle Charakterisierung der Interaktionen von 
MC3R konzentriert sich daher auf mögliche Modifikationen des cAMP-abhängigen 
Signaltransduktionsweges. 
 
(A) Interaktions-unabhängige Modifizierung der MC3R-vermittelten cAMP-Akkumulation  
Eine signifikante Reduktion der intrazellulären cAMP-Spiegel konnte für die Koexpression von 
NPY2R bzw. µ-OPR mit MC3R im Vergleich zum rM3R+MC3R-Ansatz (MC3R Homodimer) 
nach der Stimulation mit jeweils 1 µM β- sowie γ- MSH beobachtet werden (Ergebnisse 3.2.1). 
Eine Modifikation der α-MSH-induzierten cAMP-Spiegel blieb aus. Sowohl der NPY2R und als 
auch der µ-OPR gehört zu den Gi-Protein-koppelnden Rezeptoren. Im Zuge der durch die 
Stimulation der beiden Rezeptoren vermittelt Signaltransduktion kommt es zur Hemmung der 
Aktivität der Adenylat-Cyclase und demzufolge auch zur Reduktion des sekundären Botenstoffes 
cAMP. Da für einige GPCR eine Liganden-unabhängige Signalisierung beobachtet werden 
konnte, lag die Vermutung nahe, dass die hier beobachtete Reduktion des cAMP-abhänigen 
Signaltransduktionsweges des MC3R möglicherweise nicht auf eine spezifische Rezeptor-
Rezeptor-Interaktion sondern auf die Basalaktivität von NPY2R oder µ-OPR zurückgeführt 
werden kann (siehe Abb. 43). Allerdings ist bisher nur für den µ-OPR eine basale G-Protein-
Kopplung in Abwesenheit seines Agonisten beschrieben worden (Burford et al., 2000). Die 
konstitutive Aktivität des µ-OPR ermöglicht eine antagonistische Regulation der Adenylat-
Cyclase-Aktivität unabhängig von der MC3R-abhängigen Stimulation der cAMP-Produktion. 
Eine Reduktion der basalen cAMP-Akkumulation konnte nicht nur für die Koexpression von µ-
OPR und MC3R sondern auch für NPY2R und MC3R bestimmt werden  (Ergebnisse 3.2.1, Abb. 
25). Die Inhibierung der cAMP-Produktion wird nicht nur über die Giα-Untereinheit vermittelt. 
Eine wesentlich stärkere Modulation der Adenylat-Cyclase-Aktivität erfolgt durch den Gβγ-
Komplex (Sunahara & Taussig, 2002). Die Isoformen 1, 3 und 8 der Adenylat-Cyclase werden 
beispielsweise durch das Gβγ-Dimer negativ reguliert, wobei auch die stimulatorischen Effekte 
von Gsα, Forskolin und Ca






Abbildung 43: Graphische Darstellung der Ergebnisse der funktionellen Charaktersierung der Koexpression 
des MC3R mit NPY2R und µ-OPR 
 
(B) Interaktions-abhänhige Modifizierung der MC3R-vermittelten cAMP-Akkumulation 
Für eine spezifische Interaktion zwischen NPY2R bzw. µ-OPR und MC3R sprechen die EC50-
Werte, die anhand von Konzentrations-Wirkungskurven bestimmt werden konnten. Im Fall von β-
MSH war eine fast 4mal höhere Konzentration des MC3R-Agonisten für die halbmaximale 
Stimulation der Koexpressionen NPY2R+MC3R sowie µ-OPR+MC3R im Vergleich zur 
rM3R+MC3R Kotransfektion notwendig (Ergebnisse 3.2.1, Tabelle 8). Eine Interaktions-bedingte 
Konformationsänderung des MC3R wäre eine mögliche Erklärung für die verminderte 
Rezeptoraktivität. Intermolekulare Interaktionen innerhalb eines Heterodimers können die 
Affinität eines Rezeptormoleküls gegenüber seinem endogenen Liganden positiv oder negativ 
beeinflussen und darüber die Signalisierung dieses Rezeptormoleküls modifizieren (Franco et al., 
2007). Die Reduktion der maximalen intrazellulären cAMP-Produktion um fast 60 % nach der 
Stimulation mit γ-MSH kann jedoch nur teilweise durch die Verschiebung der EC50-Werte erklärt 
werden (Ergebnisse 3.2.1). Neben einem modulatorischen Effekt auf die Rezeptoraffinität, kommt 
es eventuell auch zu einer verminderten oder veränderten G-Protein-Kopplung (siehe Abb. 43). 
Dass die Dimerisierung von GPCRs eine veränderte G-Protein-Kopplung bewirken kann, zeigen 
u.a. die Studien von George und Mitarbeitern (2007) zum Dopamin D1-D2-Heterodimer. Der 
Dopamin 2-Rezeptor signalisiert normalerweise über Gi/o-Proteine, aber im Heterodimer konnte 
bei Kostimulation des Dopamin 1-Rezeptors ein Wechsel zum Gq/11-Protein nachgewiesen 





Gegenwart von Pertussistoxin würde zeigen, ob MC3R bedingt durch eine Interaktion mit NPY2R 
bzw. µ-OPR Gi oder zusätzlich Gs koppelt. Mit Hilfe von [
35S]GTPγS-Bindungs-Assays (Rios et 
al., 2006) könnten für die Koexpressionen NPY2R+MC3R bzw. µ-OPR+MC3R mögliche 
Modifizierungen der G-Protein-Aktivierung im Vergleich zum MC3R Homodimer 
(rM3R+MC3R) untersucht werden.  
Zusammengefasst weisen die mittels Sandwich-ELISA nachgewiesenen neuen Heterodimere 
sowie die hier besprochenen ersten Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung auf eine 
Dimersierung von NPY2R und µ-OPR mit MC3R hin. Die postulierten 
Konformationsänderungen des MC3R aufgrund von intermolekularen Interaktionen erklären 
möglicherweise auch die niedrigen FRET-Effizienzen, die für die einzelnen Kombinatoriken 
gemessen wurden und auf eine ungünstige sterische Ausrichtung der beiden Fluorochrome 
zurückgeführt werden kann. 
 
4.2.2 Funktionelle Charakterisierung der Stimulation der Koexpression von MC3R und 
GHSR mit einem Liganden  
Im Gegensatz zur Koexpression von MC3R mit NPY2R bzw. µ-OPR führte die Stimulation von 
COS-7-Zellen, welche MC3R und GHSR koexprimierten, mit den endogenen Agonisten des 
MC3R α-, β- und γ-MSH jedes Mal zu einem deutlichen Anstieg der intrazellulären cAMP-
Spiegel (Ergebnisse 3.2.1). Für die Stimulation mit β-MSH konnte im Vergleich zum MC3R 
Homodimer eine Verschiebung der EC50-Werte zu höheren Ligandenkonzentrationen bestimmt 
werden. Die zweifache β-MSH-Konzentration war notwendig um halbmaximale cAMP-Spiegel 
anzureichern (Ergebnisse 3.2.1, Tabelle 8). Für den MC4R wurde postuliert  das β-MSH, dessen 
Konzentration in Abhängigkeit von der Versorgung des Körpers mit Nährstoffen variiert, bei der 
Signalisierung des Rezeptor und damit bei der Regulation der Nahrungsaufnahme von größerer 
Bedeutung ist als α-MSH (Harrold et al., 2003). Verglichen mit den EC50-Werten der 
Koexpressionen von MC3R mit NPY2R und µ-OPR scheinen mögliche intermolekulare 
Interaktionen innerhalb des GHSR/MC3R Heterodimers die Rezeptoraffinität nur bedingt zu 
beeinflussen. Die für die Koexpression von GHSR und MC3R ermittelte Modifikation der cAMP-
Akkumulation erfolgt entweder in Abhängigkeit oder unabhängig von der Interaktion der beiden 
GPCRs. Im Folgenden sind verschiedene Aspekte aufgelistet, die im Rahmen der Koexpression 
von MC3R und GHSR einen Einfluss auf die cAMP-Akkumulation haben könnten und dem 






 (A) Interaktions-unabhängige Modifizierung 
- hohe konstitutive Aktivität des Gq-koppelnden GHSR (4.2.2.1) 
- cross talk zwischen dem MC3R-vermittelten Gs- und dem GHSR-vermittelten  
Gq-abhängigen Signaltransduktionsweg (4.2.2.3) 
 (B) Interaktions-abhängige Modifizierung 
- intermolekulare Interaktionen beeinflussen die Ligandenbindung oder die  
Signalisierung von MC3R (4.2.2.2) 
- Veränderte G-Protein-Kopplung des GHSR/MC3R Heterodimers (4.2.2.3) 
- hohe konstitutive Aktivität des Gq-koppelnden GHSR (4.2.2.1) 
 
4.2.2.1 Gq/11-Phospholipase C-vermittelte Signaltransduktion (Ligand: Ghrelin) 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Stimulation des mit GHSR koexprimierten MC3R 
einen Anstieg der charakteristische Signaltransduktion dieses Gs-Protein-koppelnden Rezeptors 
bewirkt, wurde der GHSR-vermittelte Signalweg untersucht. Die Bindung des Peptidhormons 
Ghrelin an den GHSR iniziiert die Interaktion mit einem Gq/11-Protein, dessen Aktivierung einen 
Phospholipase-C-vermittelten (PLC) Signalweg anschaltet. Dieser bewirkt u.a. die Erhöhung des 
sekundären Botenstoffes Inositoltriphosphat (IP3), welcher die Freisetzung von Ca2+-Ionen aus 
intrazellulären Speichern reguliert. Die Erhöhung von IP3 wurde auch unabhängig von der 
Liganden-vermittelten Stimulation des GHSR beobachtet (Holst & Schwartz, 2004). Mit Hilfe des 
im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit verwendeten IP-One-ELISA wurde nicht direkt die 
Konzentration von IP3 sondern von IP1, einem stabilen Abbauprodukt des Inositoltriphosphat, 
nachgewiesen und so die Aktivierung sowie die basale Aktivität des GHSR überprüft (Material & 
Methoden 2.6.3). Anhand der Bestimmung der intrazellulären Inositolphosphat (IP)-
Akkumulation konnte die Aktivierung des einzeln- sowie des mit MC3R koexprimierten GHSR 
durch seinen endogenen Liganden Ghrelin in COS-7-Zellen nachgewiesen werden (Ergebnisse 
3.3.1). Im Unterschied zu Chow und Mitarbeiter (2008), die einen Einfluss auf die konstitutive 
Aktivität für die Heterodimersierung des GHSR mit dem Prostaglandin-E2-Rezeptor sowie mit 
dem Thromboxan-A2-Rezeptor zeigen konnten, wurde im Zuge der hier durchgeführten 
Untersuchungen keine Modifikation des Gq/11-PLC-vermittelten Signaltransduktionsweges 






4.2.2.1.1 MC3R-vermittelte Aktivierung des Gq-PLC-abhängige Signaltransduktionsweges 
(Ligand: α-MSH) 
In mehreren Studien konnte die duale Kopplung von Gs- und Gq-Proteinen durch den MC3R 
gezeigt werden (Kim et al., 2002). Daher signalisiert dieser GPCR nicht nur über den sekundären 
Botenstoff cAMP sondern auch über den PLC-abhängigen Signalweg, der die Freisetzung von 
Inositoltriphospaht (IP3) beinhaltet (Konda et al., 1994). Nach einem Anstieg der intrazelluläre 
IP-Spiegel wurde mit steigenden α-MSH-Konzentrationen eine Inhibierung des sekundären 
Botenstoffes beobachtet. Die daraus resultierende Konzentrations-Wirkungskurve wird als 
biphasisch bezeichnet (siehe Abb. 44). Die parallel von Konda und Mitarbeitern (1994) erstellt 
Konzentrations-Wirkungskurve für die α-MSH-abhängige cAMP-Akkumulation machte dagegen 
eine monophasische Regulation hinsichtlich der Aktivierung dieses sekundären Botenstoffes 
deutlich (siehe Abb. 44). Ein Anstieg von IP3 wurde im Rahmen dieser Studie nur mit 
Ligandenkonzentrationen unterhalb von 10-11 M erzielt, mit steigenden Konzentrationen kam es 
zur Reduktion von IP3. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Produktion von 
Inositoltriphosphat über die Aktivität der PKA reguliert wird. Kim und Mitarbeiter (2002) 
beschrieben eine signifikante Erhöhung der intrazellulären IP-Produktion nach einer Stimulation 
des MC3R mit 10-8 M α-MSH. Möglicherweise konnte eine Aktivierung des PLC-vermittelten 
Signalweges über MC3R im Rahmen der hier vorgelegten Untersuchung nicht beobachtet werden, 
da die transient kotransfizierten COS-7-Zellen mit relativ hohen Ligandenkonzentrationen (1 µM 
α- bzw. γ-MSH) stimuliert wurden (Ergebnisse 3.3.1). Zum jetzigen Zeitpunkt kann daher keine 
konkrete Aussage hinsichtlich eines möglichen Einflusses der Koexpression von MC3R mit 
GHSR hinsichtlich der MC3R-vermittelten PLC-Aktivierung getroffen werden.  
Die 3. intrazelluläre Schleife spielt bei der Signalisierung von GPCR eine wesentliche Rolle. 
Auch Konda und Mitarbeiter (1994) wiesen nach, dass eine Phosphorylierung des Rezeptors 
durch PKA in dieser Region essentiell für die duale (Gs und Gq) G-Protein-Kopplung des MC3R 
ist. Ob intramolekulare Interaktionen innerhalb des GHSR/MC3R Heterodimers möglicherweise 







Abbildung 44: Illustration von mono- und biphasicher Regulation am Beispiel der Akkumulation eines 
sekundären Botenstoffes.   
Die biphasische Regulation von biologischen Systemen ist vergleichbar mit einem Breitbandfilter (Levchenko et al., 
2004). Die vielfältigen extrazellulären Signale werden dahin gehend gefiltert, das nur unter optimalen Bedingungen 
(z.B. ab einer definierten Ligandenkonzentration) eine Weiterleitung der Signale ins Zellinnere erfolgt und eine 
spezifischen Antwort ausgelöst werden kann. Bei einer monophasischen Regulation wird mit steigender 
Ligandenkonzentration eine Art Sättigungszustand hinsichtlich einer Signalisierung erreicht.  
 
 
4.2.2.2 Funktionelle Charakterisierung der Kostimulation der Koexpression von MC3R 
und GHSR mit zwei Liganden   
Die bisherigen Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung der Koexpression von MC3R mit 
GHSR: 
(1) Die nachgewiesene Inositolphosphat-Akkumulation des koexprimierten GHSR in 
Abwesenheit von Ghrelin (konstitutive Aktivität) hat keinen regulatorischen Einfluß auf die 
basale cAMP-Akkumulation des Heterodimers (Ergebnisse 3.3.1). 
(2) Es Bedarf der Stimulation des mit GHSR koexprimierten MC3R um eine Veränderung der 
intrazellulären cAMP-Spiegel auszulösen (Ergebnsisse 3.2.1). 
(3) Eine zusätzliche Erhöhung der cAMP-Akkumulation konnte durch die Kostimulation des mit 
MC3R koexprimierten GHSR mit  500 nM Ghrelin erzielt werde (Ergebnisse 3.3.2). 
 
Bei einer konstanten Stimulation des MC3R mit 1 µM α-MSH konnte eine Erhöhung der cAMP-





(monophasische Regulation, siehe Abb. 44), ganz im Gegensatz zur biphasischen Regulation der 
cAMP-Produktion bei einer kontinuierlichen Stimulation des MC3R mit 1µM γ-MSH und einem 
gleichzeitigen Anstieg der Aktivierung des GHSR.  
Viele GPCRs weisen eine so genannte allosterische Bindungsstelle auf, die räumlich getrennt von 
der orthosterischen, der regulären Ligandenbindungsstelle liegt (May et al, 2007; siehe Abb. 45). 
Über die Bindung von allosterischen Effektoren kommt es zu Konformationsänderungen, welche 
die Bindungsaffinität hinsichtlich eines Liganden oder die Effizienz der Signaltransduktion 
modulieren. Als allosterischer Modulator wird jeder Ligand bezeichnet, der an die allosterische 
Bindungsstelle bindet, das können z.B. auch Metall-Ionen sein. Im Fall vom MC1R und MC4R 
sowie dem µ-OPR wird durch die Bindung von Zn2+ an die allosterische Bindungsstelle der 
GPCRs die Aktivität des jeweiligen orthosterischen Liganden moduliert (May et al., 2007). Die 
allosterische Modulation eines GPCR erfolgt nur bei gleichzeitiger Bindung eines Liganden an die 
orthosterische Bindungsstelle, wobei es nicht unbedingt zur Modulation der orthosterischen 
Ligandenbindung kommt. Sieht man das GHSR/MC3R Heterodimer als eine funktionelle Einheit 
mit zwei potentiellen Ligandenbindungsstellen an, dann wäre es vorstellbar, dass über eine der 
beiden Bindungsstellen eine allosterischen Regulation des Heterodimers erfolgen könnte, wobei 
einer der beiden Liganden zu einem allosterischen Effektor wird.  
 
Abbildung 45: Allosterische Modulation von GPCRs (Modifiziert nach May et al., 2007).  
Die Bindung von Komponenten an die allosterische Bindungsstelle kann direkt (a und c, schwarz) oder indirekt (b, 







Die Ergebnisse der Ligandenbindungsstudie (Ergebnise 3.3.3) zeigten eine verbesserte 
Ligandenbindung des MC3R innerhalb des GHSR/MC3R Heterodimers gegenüber dem MC3R 
Homodimer. Dies kann möglicherweise auf intramolekulare Interaktionen zurückgeführt werden, 
die eine Konformationsänderung des koexprimierten MC3R bewirken und zu einer verbesserten 
Ligandenbindung führen. Eine Kostimulation mit 30 nM Ghrelin hatte keinen Einfluß auf die 
Verdrängung von 125I-NDP-α-MSH durch die kalten Liganden NDP-, α-, β-, bzw. γ-MSH. Dies 
schließt Ghrelin als potentieller allosterischer Effektor der Ligandenbindung des GHSR/MC3R 
Heterodimers aus. Abgesehen davon wäre aber eine Modulation der G-Protein-Kopplung sowie 
der Signalisierungseffizienz des Heterodimers durch Ghrelin möglich. Ein Hinweis darauf gibt die 
ca. 40 % höhere cAMP-Produktion infolge einer Kostimulation des GHSR/MC3R Heterodimers 
mit Ghrelin und γ-MSH im Vergleich zur Stimulation mit Ghrelin und α-MSH (Ergebnisse 3.3.2).  
Da sowohl für die Stimulation mit α-, β- und γ-MSH des mit GHSR koexprimierten MC3R als 
auch für die Kostimulation beider GPCRs mit Ghrelin und α- bzw. γ-MSH eine Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Spiegel beobachtet wurde, ist zu vermuten, dass diese Modifizierung des 
cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweges nach demselben Prinzip erfolgt. Der Umfang der 
cAMP-Akkumulation wird scheinbar Liganden-abhängig reguliert. Die Stimulation des mit dem 
GHSR koexprimierten MC3R mit α-MSH führt im Vergleich zum MC3R Homodimer zu einer 
70% igen Erhöhung des cAMP-Spiegels, wohingegen mit γ-MSH nur ein 30% iger Anstieg 
ermittelt werden konnte (Ergebnisse 3.2.1, Tabelle 8). 
 
4.2.2.3 Modifizierung des cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweges über die Adenylat-
Cyclase 
Die Aktivierung eines Signaltransduktionsweges kann die Modifizierung einer Komponente eines 
zweiten Signalweges bewirken, es kommt also zum cross talk zwischen zwei 
Regulationssystemen. Ein potentieller Knotenpunkt für solch einen cross talk zwischen dem Gs-
abhänigen Signaltransduktionsweg des MC3R und dem Gq/11-abhängigen Signalweg des GHSR 






Abbildung 46: Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen hinsichtlich 
möglicher cross talks zwischen dem Signaltransduktionsweg des MC3R und des GHSR.  
Die Adenylat-Cyclase ermöglicht die Intergration von regulatorischen Effekten, die über  Gs-, Gi- und Gq-Protein-
gekoppelten Rezeptoren übermittelt werden. Um die markierten Interaktionsmöglichkeiten zwischen dem MC3R- und 
dem GHSR-vermittelten Signalweg überprüfen zu können wurden unterschiedliche Inhibitoren verwendet. Mittels 
PTX konnte eine Heterodimer-bedingte Veränderung der G-Protein-Kopplung (PTX) bestimmt werden (1). 
Gleichzeitig wurde eine Transaktivierung der Adenylat-Cyclase durch den Gβγ-Komplex von Gi-Proteinen wiederlegt 
(2). Der Einfluß von Ca2+-Ionen (3) und Calmodulin (CaM) im Zuge der Regulation der Adenylat-Cyclase-Aktivität 
konnte allein durch den Einsatz der Inhibitoren U 73122 bzw. W7 nicht vollständig aufgeklärt werden.  
 
Die neun Isoformen der Adenylat-Cyclaselassen lassen sich anhand von funktionellen 
Gemeinsamkeiten in drei Gruppen einteilen (siehe Tabelle 2). Die erste Gruppe umfasst die AC I, 
III und VIII, deren Aktivität durch Gβγ-Komplexe inhibiert und durch Ca2+/Calmodulin (CaM) 
stimuliert wird. Die Aktivierung der AC II, IV und VII erfolgt durch Gβγ-Komplexe nur bei 
gleichzeitiger Stimulation durch Gαs und wird auch als Superaktivierung bezeichnet. Die AC V 
und VI werden durch submikromolare Konzentrationen von Ca2+ sowie durch Gαi,o,z-
Untereinheiten inhibiert. Isoformen aller drei Gruppen werden durch Gαs-Untereinheiten und 









Tabelle 10: Die Isoformen der Adenylat-Cyclase und ihre jeweilige Regulation (nach Sunahara &Taussig,  2002; 
Defer et al., 2000)    




AC I + 
AC III + 
I 
AC VIII - 
Gαs-Untereinheit 
Forskolin 




AC II - 
ACIV - 
II 




(PKC; AC II und VII) 
 
AC V - III 




GαI, o, Z -Untereinheit 
PKA 
IV AC IX / Gαs-Untereinheit Ca2+   
Abkürzungen: AC, Adenylat-Cyclase; CaM, Calmodulin; PKA, Proteinkinase A; PKC, Proteinkinase C 
a  Intrazelluläres Ca2+ kein Effekt, nur über Ionenkanäle aufgenommenes Calcium aktiviert die Adenylat-Cyclasen 
b   Stimulation durch Gβγ erfolgt nur bei Kostimulation der Adenylat-Cyclase  durch Gαs 
 
 
4.2.2.3.1 Heterodimer-bedingte Veränderung der G-Protein-Kopplung (1) + (2) 
Die Aktivierung der Adenylat-Cyclase wird nicht nur über die Gα-Untereinheit von Gs-Proteinen 
reguliert sondern im Fall der AC II, IV und VII auch über den Gβγ-Komplex von Gi-Proteinen. 
Daher könnte die Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel, die für die Koexpression von 
MC3R mit GHSR ermittelt wurde, durch eine veränderte G-Protein-Kopplung  erklärt werden. 
Ein Anstieg der α-MSH-induzierten cAMP-Akkumulation im Anschluß an die Inkubation des 
GHSR/MC3R Heterodimers mit Pertussistoxin (PTX) lässt auf eine veränderte G-Protein-
Kopplung schliessen (Ergebnisse 3.3.4.2, Abb. 33). Die Interaktion des GHSR/MC3R 
Heterodimers mit Gi-Proteinen führt allerdings nicht zur Superaktivierung durch den Gβγ-





wird. Da eine Kopplung von Gi-Proteinen nicht für das MC3R Homodimer ermittelt werden 
konnte, ist diese Verschiebung in der G-Protein-Interaktion auf die Heterodimersierung von 
MC3R mit GHSR zurück zuführen. Über einen Wechsel von einer Gq- zu einer Gi-Protein-
Kopplung ist nur wenig bekannt. Allerdings konnte für die Dimersierung von GHSR mit dem Gs-
koppelnden Dopamin-1-Rezeptor (D1R) auch eine Verschiebung in der G-Protein-Bindung 
beobachtet werden (Jiang et al., 2006). In diesem Fall wurde eine Superaktivierung der Adenylat-
Cyclase II, aufgrund einer Reduktion der D1R-vermittelten cAMP-Akkumulation des 
Heterodimers durch PTX in HEK293-Zellen, postuliert. Die Bindung von Gi-Proteinen durch das 
GHSR/D1R Heterodimer führt zur Dissoziation des aktiven Gβγ-Komplexes, der in Gegenwart 
der Gαs-Untereinheit die Superaktivierung der Adenylat-Cyclase II vermittelt. Dagegen beruht die 
Verschiebung der Gs-Protein-Kopplung des β2-Adrenergen-Rezeptors zur Gi-Kopplung 
nachweislich auf einer PKA-abhängigen Phosphorylierung des Rezeptors (Daaka et al., 1997). 
Die von Chai und Mitarbeitern (2007) beobachtete MC3R-vermittelte Phosphorylierung von 
ERK1/2 erfolgt in HEK293-Zellen über den Gi-Protein-PI3K-Signaltransduktionsweg. Ob die 
duale G-Protein-Bindung des MC3R in diesem Fall auch über eine Phosphorylierung durch die 
PKA realisiert wird ist nicht bekannt. 
 
4.2.2.3.2 Regulation der Adenylat-Cyclase-Aktivität über Ca2+ und Calmodulin sowie PKC 
(3) + (4) 
Neben der Regulation der neun Isoformen der Adenylat-Cyclase über die unterschiedlichen G-
Proteine, spielen auch andere Effektoren wie beispielsweise Ca2+ und Calmodulin sowie PKC eine 
wesentliche Rolle. Die selektive Inhibierung des GHSR-vermittelten Gq-abhängigen 
Signaltransduktionsweges durch U-73122, einem PLC-Inhibitor, hatte keinen Einfluss auf die 
cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R Heterodimers. Somit konnte bestätigt werden, dass 
intrazelluläres Ca2+ von IP3-sensitiven Speichern keinen regulatorischen Effekt auf die AC I, III 
und VIII hat (Fagan et al., 2000; Gu & Cooper, 2000). Die Inhibierung der PLC durch U-73122 
führt darüber hinaus zur Hemmung der Phosphokinase C (PKC). Weder die Stimulation mit α-
MSH noch die Kostimulation von MC3R und GHSR mit α-MSH und Ghrelin führte in Gegenwart 
von U-73122 zu einem Anstieg der cAMP-Akkumulation. Daher kann eine zusätzliche 
Stimulation der Adenylat-Cyclase-Aktivität durch die PKC, welche über die Gq-Kopplung des 
GHSR in Abwesenheit und in Gegenwart des Agonisten Ghrelin aktiviert wird, ausgeschlossen 
werden. Dafür spricht auch die Beobachtung, dass die Aktivierung des mit dem MC3R 
koexprimierten GHSR durch Ghrelin nicht zu einer Veränderung des intrazellulären cAMP-





Der sekundäre Botenstoff IP3 reguliert nur die Öffnung von Ionenkanälen, die sich in der 
Membran von internen Ca2+-Speichen der Zelle befinden, wie beispielsweise dem 
endoplasmatischen Retikulums. Darüber hinaus wird die intrazelluläre Ca2+-Konzentration über 
ATP-getriebenen Ca2+-Pumpen und Na+/Ca2+-Austauscher in der Plasmamembran gesteuert. 
Calmodulin wird durch die Bindung von 4 Ca2+-Ionen zu einem Steuerungselement, das mit 
anderen Proteinen (u.a. GPCR, Zhang et al., 2005) in Wechselwirkung treten kann. Um die Rolle 
von Calmodulin hinsichtlich der cAMP-Akkumulation zu untersuchen, wurde versuchsweise der 
Calmodulin-Inhibitor W7 verwendet. Sowohl für das MC3R Homodimer als auch GHSR/MC3R 
Heterodimer konnte in Gegenwart von W7 eine signifikante Reduktion der α-MSH-vermittelten 
cAMP-Produktion beobachtet werden (siehe Ergebnisse 3.3.4.4). Die im Anschluß an die 
Inkubation mit W7 bestimmte Reduktion des kostimulierten Homodimers bzw. des Heterodimers 
trat im gleichen Verhältnis auf wie im Fall der Einfach-Stimulation mit α-MSH. Somit liegt die 
Vermutung nahe, dass es sich bei der beobachteten signifikanten Reduktion der cAMP-Spiegel um 
einen generellen toxischen Effekt handelt. Die  
basale cAMP-Akkumulation von COS-7-Zellen ist zu niedrig um eine Aussage bezüglich der 
Toxizität der eingesetzten W7-Konzentration treffen zu können. Die Angaben wurden einem 
Protokoll von Hatae und Mitarbeitern (2002) entnommen, die durch den Einsatz des Calmodulin-
Inhibitors eine Aktivierung der Adenylat-Cayclase durch Calmodulin und Ca2+ zeigen konnten. 
Da im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen nur mit einer W7-Konzentration gearbeitet 
wurde, sind zusätzliche Messreihen mit variierenden Konzentrationen und Inkubationszeiten 
notwendig, um die Rolle von Calmodulin innerhalb der cAMP-abhängigen Signaltransduktion 
von MC3R im Homodimers und um GHSR/MC3R Heterodimer abschätzen zu können. Von 
Interesse ist dabei vor allem der Aspekt einer möglichen direkten Interaktion des Calmodulins mit 
einem GPCR. Welche Bedeutung dabei die Ausbildung eines Heterodimers hat ist bisher noch 
unklar (Zhang et al., 2005).  
Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde versucht mit Hilfe von chemischen Inhibitoren 
verschiedene potentielle Effektoren der einzelnen Isoformen der Adenylat-Cyclase zu analysieren. 
Seit kurzem werden für solche Untersuchungen auch verstärkt siRNAs verwendet. Sie 
gewährleisten die spezifische Expressions-Inhibierung von einem Enzym, die anhand von SDS-
PAGE-Analysen leicht kontrollieren werden kann. Zudem wird die Säugerzelllinie über die 
transienten Kotransfektion hinaus, bei der auch die siRNA eingebracht wird, nicht unnötig durch 
zusätzliche Inkubationsschritte gestresst. Um die Verschiebung der G-Protein-Kopplung für das 





Bindungen von Gs- bzw. Gq-Proteinen zu untersuchen, wurde mit der Suche nach effizienten 
siRNAs begonnen und in weiterführenden Experimenten getestet. 
 
4.2.2.4 Heterodimersierung und funktionelle Charakterisierung der MC3R- und GHSR-
Mutanten  
Zum besseren Verständnis der Interaktion von GHSR und MC3R wurden verschiedene Mutanten 
der beiden GPCRs hinsichtlich eines möglichen Einflusses auf die Dimersierung und auf den 
cAMP-abhängigen Signaltransduktionsweg untersucht. Bei diesen Mutationen handelt es sich um 
natürlich vorkommende Mutationen, die in adipösen Patienten gefunden wurden. 
Trotz der nachgewiesenen intrazellulären Retention der heterozygoten Mutation MC3R I183N 
konnten signifikante FRET-Effizienzen für die Koexpression mit dem MC3R-Wildtyp sowie dem 
GHSR bestimmt werden. Eine Verbesserung der reduzierten Oberflächenexpression der Mutante 
im Zuge der Dimersierung wurde jedoch nicht beobachtet (siehe Ergebnisse 3.3.5, Abb. 37). Der 
von Rached und Mitarbeitern (2003) beschriebene komplette Funktionsverlust konnte daher 
bestätigt werden (3.3.5, Abb. 38).  
Für die beiden Mutanten A204E und F279L des GHSR konnten ebenfalls eine stabile 
Dimerisierung mit dem GHSR-Wildtyp sowie dem MC3R mittels FRET nachgewiesen werden. 
Die Koexpression von GHSR A204E und F279L mit dem MC3R bewirkte eine Reduktion der α-
MSH-induzierten cAMP-Akkumulation im Vergleich zum GHSR/MC3R Heterodimer und 
entsprach damit letztlich den Werten die für das MC3R Homodimer ermittelt wurden (Ergebnisse 
3.3.5, Abb. 40). Zwei Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass beide Mutationen zu einer Reduktion 
bzw. dem Verlust der hohen konstitutiven Aktivität, die für den GHSR charakteristisch ist, führen 
(Holst et al., 2003; Liu et al., 2007). Ein Cluster von aromatischen Resten, welche sich auf der 
Innenseite der TM VI und VII befinden, ist für die konstitutive Aktivität des GHSR von großer 
Bedeutung (Pantel et al., 2006). Da die Mutation F279L in der TMVI lokalisiert ist, wird 
vermutet, dass der Mutations-bedingte Austausch der Aminosäure an dieser Stelle zu einer 
Veränderung der Struktur dieser Domäne führt (Liu et al., 2007). Die Mutation A204E bedingt 
möglicherweise ebenfalls eine Konformationsänderung, die dazuführt, dass sich der Rezeptor 
nicht mehr in einem aktiven Zustand befindet. Die ermittelte Reduktion der cAMP-Akkumulation 
kann daher eventuell auf die veränderte Konformation, der mit dem MC3R interagierenden 
Rezeptormoleküle zurückgeführt werden. Der GHSR-Wildtyp befindet sich in einem vor 
aktivierten Zustand, diese spezifische Rezeptorkonformation könnte bei der Heterodimerisierung 





Interaktions-bedingte Konformationsänderung des MC3R würde sich letztendlich in einer 
erhöhten Signalisierung des Rezeptors wieder spiegeln. Der eher inaktive Zustand der 
Rezeptormutanten A204E und F279L hemmt möglicherweise die Konformationsänderung, die für 
eine effiziente Aktivierung des MC3R notwendig ist.  
 
4.2.2.5 Physiologische Relevanz der Heterodimersierung von MC3R mit GHSR 
Vor kurzem konnte gezeigt werden, das die hohe konstitutive Aktivität des GHSR zu einer 
Liganden-unabhängigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP-responsibles 
Element-Bindungsprotein) führt (Holst & Schwartz, 2004)(siehe Abb. 47A). Die 
Phosphorylierung der CRE-bindenden Proteine (CREB) erfolgt dabei über die Ca2+/Calmodulin-
abhängige Kinase IV. Man geht heute davon aus, dass über die konstitutive Aktivität des GHSR 
ein so genannter set-point hinsichtlich der Regulation des Hungergefühls aufgestellt wird, gegen 
den verschiedene  inhibitorische Regulationssysteme steuern (z.B. Leptin, Insulin und PYY3-
36)(Holst & Schwartz, 2004). 
Die im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit ermittelte Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Akkumulation des GHSR/MC3R Heterodimers im Vergleich zum MC3R Homodimer könnte die 
Aktivierung von CREB und die damit verbundene Genexpression in NPY/AgRP-Neuronen 
unterstützen. Möglicherweise führt die Interaktion der beiden GPCRs so zu einer Erhöhung des 
GHSR vermittelten Hungergefühls trotz einer Leptin-vermittelten Reduktion der 
Nahrungsaufnahme. Dies könnte letztendlich eine Erklärung für das Naschen zwischen den 
Mahlzeiten oder die Wahl eines zweiten Stückes Kuchen im Anschluß an eine Mahlzeit  sein 
(siehe Abb. 47B). 
Andererseits ist diese Verstärkung des „basalen“ Hungergefühls notwendig angesichts der 
Tatsache, das auch für den MC4R eine Signalisierung in Abwesenheit von einem Liganden 
beobachtet wurde, was folglich zum Verhungern führen könnte. Die ausreichende Versorgung des 
Organismus mit Nahrung ist evolutionär so essentiell, das auch bei gut gefühlten Fettspeichern ein 
basales Hungergefühl aufrechterhalten wird und somit möglicherweise auch ein Antrieb für die 






Abbildung 47: Illustration der physiologischen Relevanz des GHSR/MC3R Heterodimers.  
(A) Die konstitutive Aktivität des GHSR bewirkt die Aktivierung des CREB-Transkritionsfaktors in Abwesenheit von 
Ghrelin. Der GHSR legt damit einen sogenannter set-point hinsichtlich der orexigenen Appetitregulation fest. (B) 
Leptin stimuliert über die Leptin-Rezeptoren (ObRb) die Synthese von Proopiomelanocortin (POMC). Dies führt u.a. 
zur Freisetzung von α-MSH, einem Agonisten des MC4R (blau) und des MC3R (orange). Durch die Aktivierung des 
MC4R im PVN wird der anorexigene Effekt, d.h. die Reduktion der Nahrungsaufnahme vermittelt. Gleichzeitig führt 
die Stimulation des MC3R im ARC zu einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-Akkumulation, die durch die 
Interaktion von MC3R mit GHSR (grün) noch zusätzlich gesteigert wird. Durch die verstärkte Aktivierung des CREB-
Transkriptionsfaktors kommt es möglicherweise zur Expression von orexigenen Effektoren, was letztendlich, trotz der 








5 Zusammenfassung  
Eine zentrale Rolle bei der hypothalamischen Appetitregulation nimmt der Leptin-Melanocortin-Weg ein, 
da er sowohl das anorexigene (nahrungsaufnahme-hemmende) als auch das orexigene (appetit-
stimulierende) System beeinflusst. Neben den Melanocortin-Rezeptoren 3 und 4 werden weit über 40 
verschiedene  GPCR im Hypothalamus exprimiert, deren Rolle bei der Regulation der Energiehomöostase 
nicht vollständig verstanden ist (Schiöth, 2006). Die Fähigkeit der Oligo- bzw. Dimersierung als kleinste 
Einheit der Interaktion von GPCRs wird weitestgehend akzeptiert. Die Heterodimerisierung von 
hypothalamischen GPCRs konnte bisher noch nicht gezeigt werden und wurde daher im Rahmen dieser 
Arbeit untersucht.  
Zum ersten Mal konnte mit Hilfe von zwei unterschiedlichen experimentellen Strategien die Interaktion 
von GPCRs, die in die Appetitregulation involviert sind, in zwei verschiedenen Säugerzelllinien gezeigt 
werden. Eine stabile Heterodimerisierung wurde zum einen für den MC4R mit dem GPR7 und zum 
anderen für den MC3R mit dem GHSR sowohl mittels FRET, eine RET-Methode, die im Zuge dieser 
Arbeit etabliert wurde, als auch anhand von Sandwich-ELISAs nachgewiesen. Um die funktionelle 
Relevanz der Heterodimersierung eingehender zu untersuchen wurden die Liganden-abhängige 
intrazelluläre cAMP-Akkumulation, die Ligandenbindung sowie die G-Protein-Kopplung für die 
Koexpression des Gs-koppelnden MC3R mit dem Gq-koppelnden GHSR ermittelt. Eine Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Spiegel konnte infolge der Stimulation des MC3R mit α-, β- und γ-MSH und durch 
die Kostimulation mit Ghrelin und α- oder γ-MSH für die Koexpression von MC3R mit GHSR im 
Vergleich zum MC3R Homodimer gezeigt werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die  
zusätzliche Gi-Protein-Kopplung, die für die Koexpression von MC3R mit dem GHSR bestimmt wurde, 
eine Reduktion der Liganden-abhängigen Aktivierung der Adenylat-Cyclase zur Folge hatte. Die affinere 
Bindung der Liganden NDP-α-MSH, α-, β- und γ-MSH an das GHSR/MC3R Heterodimer im Vergleich 
zum MC3R Homodimer weist auf spezifische intermolekulare Interaktionen hin. Die Untersuchungen der 
Dimerisierungseigenschaften und die funktionelle Charakterisierung der mit dem MC3R kotransfizierten 
GHSR-Mutanten A204E und F279L legte die Vermutung nahe, das die hohe konstitutive Aktivität des 
GHSR-Wildtyp eine wesentliche Rolle bei der Modifikation der cAMP-Akkumulation des GHSR/MC3R 
Heterodimers spielt. Zukünftige Untersuchungen werden zeigen, ob diese Modifikation auf einen cross talk 
zwischen dem Gs-vermittelten Signaltransduktionsweg des MC3R und dem Gq-vermittelten 
Signaltransduktionsweg des GHSR zurückgeführt werden kann und welchen Einfluss intermolekulare 
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Alle hier aufgelisteten Abkürzungen sind im Text beim ihrem Erstgebrauch erklärt. Abkürzungen 
von englischen Fachausdrücken wurden gegebenenfalls so wiedergegeben, dass die 
Buchstabenkombination verständlich bleibt und dem entsprechend angepasst. 
 
ACTH adrenocorticotrophes Hormon 
AgRP Agouti-Related Protein 
ARC Nucleus arcuatus 
beta2-AR β-adrenerger Rezeptor Typ 2 
beta-LPH β-Lipotropin 
BRET Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer 
BSA Bovines Serum Albumin 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
CART cocaine and amphetamine regulated transcript 
CB1R Cannabinoid -1-Rezeptor 
cDNA komplementäre Deoxyribonukleinsäure 
CFP cyan-fluoreszierendes Protein 
COS-7 CV1 Origin SV40 Fibroblastenzellen der Niere von Ceropithecusaethiops 
cpm counts per minute 
DAG Diacylglycerol 
DMEM Dubleccos Moodified Eagle Medium 




EC50 mittlere effektive Konzentration 
ecl extrazelluläre Schleife 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Emax Maximalstimulation 
ER endoplasmatisches Retikulum 





FLAG Epitop mit der Aminosäuresequenz DYKDDDDK 
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
GHSR Growth hormone secretagogue Rezeptor 
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor 
GPR7 G-Protein gekoppelter Rezeptor 7  
G-Protein regulatorisches heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein 
HA Hämagglutinin, Epitop mit der Aminosäuresequenz YPYDVPDA 
HEK293 Human Embryonic Kidney 
5-HTR1B Serotonin-1B-Rezeptor  
IBMX 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin 
icl intrazelluläre Schleife 
IP1 D-myo-Inositol 1 Phosphat 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IR Insulinrezeptor 






MEM „minimum essential medium“ 
MSH Melanozytenstimulierendes Hormon 
µ-OPR µ-Opioid Rezeptor 
NDP-α-MSH [Nle4-Dphe7]-α-MSH 
NPY Neuropeptide Y 
NPY2R Neuropeptide 2 Rezeptor 
Ob-R Leptinrezeptor 
OD optische Dichte 
PCR Polymerase Kettenreaktion 







PVN nucleus paraventricularis 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuclease 
rM3R Ratten-muscarine Rezeptor 3 
TM Transmembrandomäne 
VMH ventromedialer Hypothalamus 







6.2 Abkürzungen der Aminosäuren 
 
Einbuchstabencode Dreibuchstabencode Aminosäure 
A Ala Alanin 
C Cys Cystein 
D Asp Asparaginsäure 
E Glu Glutaminsäure 
F Phe Phenylalanin 
G Gly Glycin 
H His Histidin 
I Ile Isoleucin 
K Lys Lysin 
L Leu Leucin 
M Met Methionin 
N Asn Asparagin 
P Pro Prolin 
Q Gln Glutamin 
R Arg Arginin 
S Ser Serin 
T Thr Threonin 
V Val Valin 
W Trp Tryptophan 
Y Tyr Tyrosin 
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